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V této diplomové práci jsem se zabývala sledováním indukce a reparace křížových 
vazeb způsobených cis-platinou, k jejichž detekci byl použit modifikovaný kometo-
vý test. Experimenty byly prováděny na liniích A-549, HeLa, HELF, XPA, XPC, 
CHO AA8 a CHO UV-20 (linie XPA, XPC a CHO UV-20 jsou deficitní v genech potřeb-
ných pro korektní opravu poškozené DNA).  
Poškození bylo indukováno jednu hodinu 20, 40, 80 a 160 µM cis-Pt, reparace probí-
hala po dobu 3 a 23 hodin. K detekci křížových vazeb byly buňky inkubovány v pří-
tomnosti 800 µM styrenoxidu (SO), poté byla provedena alkalická verze kometového 
testu a analýza vzorků pomocí softwaru LUCIA® Comet Assay. 
Nejnižší indukce křížových vazeb po jedné hodině byla zaznamenána u buněčné li-
nie A-549 a XPC (87 a 86 % DNA v ohonu), nejvyšší u CHO UV-20 (70 % DNA v oho-
nu). Po čtyřech hodinách inkubace byl u všech buněčných linií pozorován nárůst 
poškození DNA křížovými vazbami (největší u linií HELF a XPA, % DNA v ohonu se 
snížilo o 49 a 48 %). Oprava poškozené DNA po 24 hodinách byla pozorována u buněč-
ných linií A-549 (reparace 44, 68 % poškození) a CHO AA8 (odstraněno 33,12 % poško-
zení). U ostatních linií byl pozorován další nárůst množství křížových vazeb.  
Na závěr byl proveden MTT test sledující viabilitu buněk ovlivněných cis-Pt. Nej-
větší citlivost k cytotoxickým účinkům cis-Pt projevila buněčná linie CHO UV-20 (po-
kles viability o 43,90 %), nejnižší linie HeLa a CHO AA8 (pokles o 1,82 % u HeLa 
buněk; 9,86 % u CHO AA8). Citlivost ostatních linií leží mezi těmito mezními hodnota-




The subject of this thesis is the observation of induction and reparation of DNA 
cross-links induced by cis-platin (cis-Pt). The modified Comet Assay was used to detec-
tion. The experiments were carried out on cell lines A-549, HeLa, HELF, XPA, XPC, 
CHO AA8 and CHO UV-20 (there are mutations in genes needed for keeping DNA 
unimpaired in cell lines XPA, XPC and CHO-UV 20). 
The damage was induced by presence of 20, 40, 80 and 160 µM cis-Pt for one hour. 
The cells were divided into three groups for reparation observations at one, three and 
twenty three hour marks. Then the cells were incubated with styrene oxide (SO) for 30 
minutes to enable the detection of cross-links. Alkaline Comet Assay was carried out 
afterwards, software LUCIA® Comet Assay was used to analyse the samples.  
The cell lines A-549 and XPC showed the lowest induction of cross-links after one 
hour (87 and 86 % tail DNA), CHO-UV 20 showed the highest induction (70 % tail 
DNA). The number of cross-links rose after four hours in all types of used cell lines 
(the highest increase was observed in lines HELF and XPA, % tail DNA was reduced 
by 49 and 48 %). The reparation of DNA after 24 hours was registered in cell lines 
A-549 and CHO AA8 (44,68 % of cross-links was repaired in A-549 and 33,12 % in 
CHO AA8). The remaining cell lines showed an increased number of cross-links but no 
reparation. 
As the last experiment, an MTT test was carried out to compare viability of the cis-Pt 
treated cells with the control group. The most sensitive cell line to the cytotoxic action 
of cis-Pt is cell line CHO UV-20 (decline of viability by 43,90 %), and the lowest level of 
sensitivity was in lines HeLa and CHO AA8 (decline of viability HeLa cells by 1,82 %; 




1. TEORETICKÁ ČÁST 
1.1. Mutageny 
Pojmem mutagen se rozumí fyzikální, chemický nebo biologický faktor, který je 
schopen vyvolat genetickou mutaci, či zvýšit pravděpodobnost jejího vzniku, tedy 
způsobit změnu v primární struktuře DNA chromozomu. Tvorba mutací se nazývá 
mutageneze.  
1.1.1. Fyzikální mutageny 
Ionizující záření – gama, kosmické a Roentgenovo záření (X-záření) 
Toto záření má na DNA efekt přímý i nepřímý. Přímé poškození vzniká interakcí 
záření s DNA, nepřímé interakcí DNA a reaktivních částic vytvořených zářením.  
Hlavním zdrojem nepřímého poškození jsou produkty radiolýzy vody, tedy H2O˙+ a 
e- (v menší míře i produkty excitace molekuly vody a její následné homolýzy na H˙ a 
˙OH).1 V následujících reakcích se vytvářejí další reaktivní částice - volné radikály (mo-
lekuly s nepárovým elektronem), např. ˙OH, H˙, O2¯; H2, H2O2, a také solvatované elekt-
rony. Většina poškození - odhaduje se, že zhruba 65 % - je pravděpodobně způsobena 
nepřímo radikály (hlavně hydroxylovými), zbylých 35 % přímou ionizací DNA. 
Reakcemi bází se vzniklými radikály dochází k jejich hydroxylaci, deaminaci, frag-
mentaci kruhu báze či další cyklizaci nebo vazbě sousedních i protilehlých bází DNA. 
Mohou vznikat také křížové vazby mezi poškozenými bázemi a proteiny (např. mezi 
thymidinem a tyrosinem). Radikály je poškozena též cukerná složka nukleotidů (hyd-
roxylace, otevření kruhu). Ionizující záření také dosti často indukuje lokální denaturaci 
řetězců. 
Reakce hydroxylových radikálů s cukernou složkou DNA vede ke zlomům řetězců 
DNA, v nichž mnohonásobně převažují zlomy jednořetězcové nad dvouřetězcovými. 
Poškození DNA, jako saturace kruhu bází, vede k destabilizaci N-glykosidické vazby a 
vzniku apurinových a apyrimidinových deoxyribosových reziduí (alkalilabilních míst, 
která mohou být snadno převedena na zlomy). Zlomy řetězců DNA způsobuje ionizač-
ní záření také přímo, a to jak jedno-, tak dvouřetězcové. Dochází k tomu ionizací a exci-
tací elektronů přítomných v atomech makromolekuly, čímž je dodána energie ke štěpe-
ní vazeb a tím ke zlomům řetězců. 
Ultrafialové záření 
Ultrafialové (UV) záření se podle vlnové délky dělí na tři skupiny: UV-A (400 až 
320 nm), UV-B (320 až 295 nm) a UV-C (295 až 100 nm). Většina záření UV-C a pře-
vážná část UV-B je pohlcena ozónovou vrstvou atmosféry, která s různou intenzitou 
zadržuje vlnové délky pod 300 nm, vlnové délky pod 295 nm atmosférou prakticky ne-
pronikají. Na poškozování genetické informace se tak podílí hlavně UV-A (tvoří zhru-
ba 99 % propuštěného UV záření), UV-B záření se na poškození DNA účastní mnohem 
menší měrou.  
Při vystavení DNA vlnovým délkám, které se blíží jejímu absorpčnímu maximu (ko-
lem 260 nm), se saturací 5,6 dvojných vazeb vytváří kovalentní vazby mezi sousedními 
pyrimidiny. Touto reverzibilní fotochemickou cykloadicí tak vznikají cyklobutanové 
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pyrimidinové dimery (C-C, C-T, T-T), které jsou mimořádně odolné vůči extrémním 
hodnotám pH a teploty. Předpokládá se ale, že na poškození DNA má větší vliv tvorba 
6-4 T-C, C-C a T-T dimerů, rovněž vyvolaná UV zářením. Tyto adukty jsou na rozdíl 
od výše uvedených alkalilabilní. Dimerizaci po UV záření podléhají i puriny. 
Další typy fotoreakcí způsobují hydroxylaci a následnou deaminaci pyrimidinů, kří-
žové vazby mezi DNA a proteiny, výjimečně i mezi různými dvoušroubovicemi DNA, 
a také zlomy řetězců. Uvedené reakce jsou výsledkem přímé absorpce fotonu bázemi 
DNA, které mohou být UV zářením poškozeny i nepřímo již excitovanými molekulami 
(fotosensitizéry).2  
1.1.2. Chemické mutageny 
Chemických látek s mutagenním účinkem existuje nepřeberné množství, namátkou 
lze jmenovat např. akridinová barviva, složky cigaretového kouře, spalin a výfukových 
plynů, polychlorované bifenyly, dioxiny... 
Tyto látky působí rozličnými mechanismy – některé vyvolávají mutace pouze při re-
plikaci (analoga bází, deriváty akridinu), jiné i u nereplikující se DNA, další způsobují 
alkylaci, deaminaci nebo hydroxylaci bází. 
Analoga bází 
Analoga bází neboli falešné nukleotidy vznikají obměnou fyziologické báze. Při re-
plikaci jsou inkorporovány do nově vznikajících řetězců, strukturní obměny umožňují 
chybné párování bází, čímž v následující replikaci dojde k tranzici (záměně nukleotidu, 
bodové mutaci). Příkladem je 5-bromouracil a 2-aminouracil. 
Alkylační činidla 
Alkylační činidla jsou elektrofilní sloučeniny s velkou afinitou k nukleofilním cent-
rům makromolekul. Zahrnují celou škálu nejrozmanitějších chemikálií [např. yperity, 
chlormethin, trichlormethin, nitrosoguanidin, melfalan, chlorambucil, cyklofosfamid, 
cis-platinu (cis-Pt), karboplatinu, mitomycin C, dakarbazin, prokarbazin, N-methyl-N-
-nitrosoureu...], z nichž mnohé jsou prokázané či suspektní karcinogeny. Mohou vyvo-
lat všechny známé typy mutací včetně chromozomálních zlomů a přestaveb.  
Podle počtu reaktivních skupin se rozlišují alkylační činidla monofunkční s jednou 
reaktivní skupinou a bifunkční se dvěma. V DNA bylo identifikováno mnoho nukleo-
filních míst, se kterými tato činidla mohou potenciálně reagovat (adenin: N1, N3, N7, 
N aminoskupiny; guanin: N1, N3, N7, N aminoskupiny, O ketoskupiny; cytosin: N3, N 
amino- a O ketoskupiny; thymin: N3, O obou ketoskupin; O fosfodiesterové vazby). 
Obecně jsou dusíky vázané v kruhu bází nukleofilnější než kyslíky, přičemž N7 guani-
nu a N3 adeninu jsou nejreaktivnější.3  
V závislosti na chemické struktuře jsou donorem alkylových skupin nebo vytvářejí 
jednoduché adukty s DNA či křížové vazby mezi dvěma řetězci (interřetězcové), mezi 
nukleotidy jednoho řetězce (intrařetězcové) nebo mezi DNA a proteiny. Křížové vazby, 
zvláště interřetězcové, blokují separaci řetězců DNA a tím jejich replikaci a transkripci, 




Všem interkalačním činidlům je společná planární struktura umožňující vmezeření 
molekuly činidla do dvoušroubovice DNA. Zde se váže vodíkovými vazbami či po fo-
toaktivaci UVA zářením tvoří kovalentní vazby s pyrimidiny (hlavně adicí na 5, 6 dvoj-
nou vazbu thyminu). Tímto mechanismem vytváří monofunkční či bifunkční adukty 
s DNA např. psoraleny.4 Mezi interkalační činidla dále patří furanokumariny, antra-
cyklinová antibiotika, deriváty antrachinonu a akridinu a další látky. 
Strukturální změna DNA vyvolaná vmezeřením látky vede k deformaci helixu, ohý-
bání a rozvíjení dvoušroubovice, což spolu s interkalací inhibuje replikaci a transkripci. 
Indukuje také posun čtecího rámce při replikaci – to má za následek delece a inzerce 
jedné nebo více bází. 
Deaminační činidla 
Oxidativní deaminace adeninu, guaninu a cytosinu (tedy záměna aminoskupiny za 
ketoskupinu), způsobená např. kyselinou dusitou, dusitany nebo oxidy dusíku, mění 
schopnost báze vytvářet vodíkové můstky. V následující replikaci změna bází vyvolá-
vá tranzice v obou směrech (C-G na A-T, A-T na C-G). 
Hydroxylační činidla 
Vazbou hydroxyskupiny na cytosin vzniká hydroxylaminocytosin párující se s ade-
ninem, výsledkem je jednosměrná tranzice C-G na A-T.  
Metabolická aktivace nepolárních látek 
Mnoho relativně nepolárních (a tím pádem nereaktivních) látek prodělává v orga-
nismu metabolickou aktivaci, aby mohly být z organismu snadněji vyloučeny. Takto 
vzniklý metabolit ovšem již interaguje s nukleofilními centry buňky. Některé z těchto 
aktivovaných látek jsou silné mutageny a karcinogeny.  
Mezi takovéto látky patří např. aromatické aminy (N-2-acetyl-2-aminofluoren), po-
lycyklické aromatické uhlovodíky (benzo[a]pyren), N-nitrosoaminy, 4-nitrochinolin-1-
-oxid, aflatoxiny, elektrofilní metabolity estrogenů a mnohé další. 
Metabolické aktivace se účastní enzymy cytochromu P-450, mikrozomální a cyto-
plazmatické glutathion-S-transferasy, sulfotransferasy, acyltransferasy, UDP-glukuro-
nyltransferasy, adenosylační, methylační a další enzymy.5, 6 
1.1.3. Biologické mutageny 
Viry 
Virová DNA může být během lyzogenního cyklu viru inkorporována do genomu 
hostitele, čímž je ovlivněna funkce původních genů. Gen s inkorporovanou virovou ge-
netickou informací bývá většinou nefunkční, mohou vznikat chromozomální zlomy či 
nádorové bujení. 
Transpozony 
Transpozony jsou elementy se schopností přemisťovat se v genomu z jednoho místa 
na druhé, tyto jejich přesuny mohou mít mutagenní účinek. V lidském genomu se vy-
skytují dvě skupiny transponibilních elementů: LINE = long interspred nuclear ele-
ment a SINE = short interspred nuclear element.7 
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1.2. Oprava poškozené DNA 
K tomu, aby genetická informace zůstala zachována v nezměněné podobě, má buň-
ka k dispozici několik mechanismů zajišťujících opravu jak jaderné, tak mitochondriál-
ní DNA. K nejdůležitějším patří bázová excisní reparace, nukleotidová excisní repara-
ce, oprava chybného párování bází (mismatch repair), oprava poškození způsobeného 
UV zářením, oprava alkylovaných bází a oprava zlomů.  
1.2.1. Bázová excisní reparace 
Bázová excisní reparace (BER) je pravděpodobně nejvíce využívaným mechanis-
mem opravy DNA. Excise je zahájena skupinou jedenácti typů DNA-glykosylas8, které 
katalyzují hydrolýzu N-glykosidické vazby chemicky změněné nebo chybné báze, kte-
rou je ona báze připojena k fosfodiesterové kostře DNA. DNA-glykosylasy podle své-
ho typu rozeznávají pouze určitý druh poškození – jistou chybnou bázi nebo určité 
chybné párování. Jejich základní funkcí je katalytické uvolnění báze z DNA. Některé 
jsou monofunkční (pouze uvolňují bázi), jiné bifunkční (kromě glykosylasové aktivity 
mají i lyasovou aktivitu, kterou štěpí fosfodiesterovou vazbu na 3‘-konci vzniklého 
abázového místa). 
Aktivitou DNA-glykosylas se vytvoří úsek bez báze – apurinové/apyrimidinové 
(AP) místo specificky rozeznávané AP-endonukleasami. Tyto enzymy hydrolyzují fos-
fodiesterovou vazbu na 5‘ konci AP místa, kde vzniká 5‘-deoxyribosofosfátový zbytek, 
který je odstraněn další skupinou enzymů - exonukleasami, nebo DNA-deoxyribofos-
fodiesterasami (dRpasami). Vzniklá jednonukleotidová mezera je DNA-polymerasou 
opravena, DNA-ligasa BER dokončuje. Popsaný průběh není jediný možný, BER může 
probíhat několika alternativními cestami.5 
1.2.2. Nukleotidová excisní reparace 
Na rozdíl od BER jsou při nukleotidové excisní reparaci (NER) poškozené báze od-
straňovány jako nukleotidy, které jsou součástí vyštěpovaného oligonukleotidového 
fragmentu. NER opravuje především poškození, které má za následek deformaci ve 
struktuře DNA (to způsobuje např. UV záření, adukty vytvořené polycyklickými karci-
nogeny, cis-Pt, psoraleny atd.). Stejně jako BER je i NER několikastupňový proces zahr-
nující účast DNA-polymerasy a DNA-ligasy. 
Reparace začíná rozpoznáním změny ve struktuře helixu, která byla vyvolána po-
škozením. Následuje hydrolýza fosfodiesterové vazby na obou stranách změněné báze 
specifickými endunukleasami a odstranění oligonukleotidového fragmentu o délce asi 
24-32 nukleotidů. Vzniklou mezeru reparativně dosyntetizuje DNA-polymerasa, opra-
vu stejně jako u BER dokončuje DNA-ligasa. 
NER se účastní na třicet proteinů. Defekty v genech, které je kódují, způsobují vro-
zené choroby charakterizované zvýšenou citlivostí k UV záření. Mezi tyto choroby pa-
tří např. xeroderma pigmentosum, Cockayneův syndrom, trichothiodystrofie, cerebro-
okulofacioskeletální syndrom a další. S defektní reparací DNA poškozené UV zářením 
souvisí také časný rozvoj rakoviny kůže.5 Polymorfismy genů potřebných pro NER 
jsou zodpovědné za rezistenci na terapii cis-Pt a chlorambucilem.9, 10 
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1.2.3. Oprava chybného párování bází (mismatch repair) 
Oprava chybného párování bází (mismatch repair, MMR) se uplatňuje při kontrole 
přesnosti replikace – snižuje výskyt chybně zařazených bází o dva řády (na jednu chy-
bu na 109 zkopírovaných nukleotidů z původní jedné chyby na 107 zkopírovaných nu-
kleotidů).11 Má tak nezastupitelnou úlohu v udržování stability genomu, svou roli hra-
je také ve výsledku genetické rekombinace.  
Mechanismus opravy je podobný jako u BER a NER – po rozpoznání chybně zařa-
zeného nukleotidu v dceřiném řetězci je tento nukleotid odstraněn exonukleasou 1 a 
nahrazen správným, což zajišťuje DNA-polymerasa δ. DNA-ligasa nakonec spojí pře-
rušenou fosfodiesterovou kostru DNA. 
Stejně jako u výše uvedených opravných mechanismů i u tohoto je pro jeho správ-
nou funkci třeba několik specifických proteinů. Mutace v genech pro tyto proteiny ve-
de k hereditární predispozici k některým typům rakovin (např. k hereditárnímu non-
polyposnímu kolorektálnímu karcinomu). Jedním z faktorů rezistence na cis-Pt, doxo-
rubicin, etoposid, merkaptopurin, tioguanin, busulfan, prokarbazin a temozolomid 
jsou polymorfismy právě v těchto genech.9 
1.2.4. Oprava poškození způsobeného UV zářením 
Nejjednodušším, nejefektivnějším a nejpřesnějším obecným biochemickým mecha-
nismem, kterým může být opraveno poškození DNA, je jednokroková reakce zahrnu-
jící jediný enzym. Takovéto reakce vedoucí přímo k obnově struktury DNA jsou pova-
žovány za bezchybně pracující.  
Jedním takovým mechanismem, pravděpodobně jedním z nejdříve vyvinutých, je 
enzymatická fotoreaktivace. Ta odstraňuje pyrimidinové dimery vzniklé účinkem UV 
záření. Zúčastněné enzymy, DNA-fotolyasy, obsahují dva nekovaletně vázáné chromo-
fory, potřebné pro katalytickou aktivitu. Po navázání enzymu na DNA v místě poško-
zení a absorpci světla o vlnové délce větší než 300 nm je dimer monomerizován. (Tyto 
enzymy, které katalyzují fotoreaktivaci, zatím nebyly nalezeny v genomu placentár-
ních savců. Homology těchto enzymů se uplatňují v regulaci jejich cirkadiánního 
rytmu.12) 
1.2.5. Oprava alkylací v DNA 
Tato oprava je dalším příkladem přímé reparace poškozených bází zahrnující jeden 
enzym. Zatím nejlépe prostudovaná je enzymově katalyzovaná dealkylace O6-alkyl-
guaninu, O4-alkylthyminu, 1-methyladeninu a 3-methylcytosinu. 
Alkylace guaninu a thyminu v savčích buňkách odstraňuje enzym O6-methylgua-
ninmethyltransferasa, přičemž methylovou skupinu z guaninu a thyminu ireverzibilně 
váže na cysteinový zbytek ve svém aktivním místě13, proto je pro další reparaci nutná 
její syntéza de novo. Enzym má afinitu především k O6-alkylguaninu, demethylace 
O4-alkylthyminu probíhá o několik řádů pomaleji.14 (Buňky s nadměrnou expresí této 
transferasy vykazují rezistenci na prokarbazin, dakarbazin, temozolomid, karmustin, 
lomustin a nitrosoureu.9) 
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V jednořetězcové DNA opravují 1-methyladenin a 3-methylcytosin proteiny ABH 
(Alkylated DNA repair protein alkB homolog 1) oxidativní demethylací, α-ketoglutarát 
při této reakci slouží jako kosubstrát a Fe2+ jako kofaktor. Oxidovaná methylovaná sku-
pina je z báze uvolněna jako formaldehyd, α-ketoglutarát se mění na sukcinát, z O2 
potřebného pro reakci vzniká CO2.15 
1.2.6. Oprava jednořetězcových zlomů 
Pokud poškození např. ionizačním zářením způsobí jednořetězcový zlom, na jehož 
koncích zůstanou zachovány 3‘OH a 5’P konce, je takový zlom přímo spojen DNA-
ligasou.16 
Zanechá-li poškození alterované konce zlomu, následuje jejich úprava, doplnění nu-
kleotidové mezery (je-li potřebné) a ligace za pomoci specifických enzymů. 
1.2.7. Oprava dvouřetězcových zlomů 
K opravě dvouřetězcových zlomů využívá buňka dva hlavní mechanismy: homo-
logní rekombinaci (HR) a nehomologní spojení konců (nonhomologous end joining, 
NHEJ). Defekty v těchto mechanismech mají za následek hereditární onemocnění, jako 
je např. Nijmegen breakage syndrom, Wernerův syndrom, Bloomův syndrom, Roth-
mund-Thomsonův syndrom; rezistenci na dusíkaté yperity (HR) a chlorambucil 
(NHEJ).17 
Homologní rekombinace 
Existují nejméně tři různé mechanismy homologní rekombinace, které mohou být 
použity v S nebo G2 fázi buněčného cyklu k opravě chromozomálních dvouřetězco-
vých zlomů – konverze genu, jednořetězcový annealing a zlomem indukovaná rekom-
binace. 
Oprava zlomu začíná krátkou 5‘ → 3‘ resekcí obou řetězců, které jsou znovu nasyn-
tetizovány podle homologního chromozomu nebo sesterské chromatidy. Následuje 
spojení původních řetězců, při kterém většinou nedochází ke crossing-overu.18 
Nehomologní spojení konců 
NHEJ je v savčích buňkách dominujícím typem opravy dvouřetězcových zlomů. Je 
aktivní během celého buněčného cyklu, ale nejdůležitější je v G0 a G1 fázi. Sestává 
z rozpoznání poškození, odstranění změněných konců nukleasami, dosyntetizování 
chybějícího úseku a ligace. Účastní se ho sedm hlavních proteinů. Na poškozené konce 
se navazuje heterodimer složený z proteinů Ku70 a Ku80, katalytická podjednotka 
DNA-dependentní proteinkinasy (DNA-PKcs), nukleasa Artemis vyštěpující chybné 




 Početnou skupinu antineoplastik, léčiv užívaných k terapii nádorových onemocnění, 
můžeme podle mechanismu účinku rozdělit do několika skupin: 
1. látky inhibující biosyntézu nukleových kyselin 
2. látky poškozující strukturu a funkci nukleových kyselin 
3. látky inhibující mitózu 
4. látky s kombinovaným nebo dosud zcela neobjasněným mechanismem účinku 
5. léčiva pro cílenou protinádorovou terapii  
6. hormonální léčiva 
7. imunomodulační léčiva 
Látky první až čtvrté skupiny omezují replikaci nádorových buněk, souhrnně se 
označují jako protinádorová chemoterapeutika. Mechanismy přeměny normální buňky 
v nádorovou a další procesy důležité pro vznik nádoru (angiogeneze, blokáda apoptó-
zy, inhibice buněčné diferenciace atd.) ovlivňují látky pro cílenou terapii. Zbývající dvě 
skupiny léčiv se uplatňují v komplexní terapii. 
1.3.1. látky inhibující biosyntézu nukleových kyselin 
Do této skupiny patří antimetabolity (analoga kyseliny listové, purinů a pyrimidi-
nů) a inhibitory ribonukleotidreduktasy. 
Analoga kyseliny listové působí přímou blokádu syntézy purinů a thyminu (v terapii 
se často užívají metotrexát, raltitrexed, pemetrexed). 
Purinová analoga inhibují syntézu purinů de novo, při inkorporaci do DNA způso-
bují její nefunkčnost (při léčbě nachází uplatnění např. merkaptopurin, tioguanin, 
kladribin, fludarabin, klofarabin, nelarabin). 
Pyrimidinová analoga působí podobným mechanismem jako analoga purinů (fluoro-
uracil, kapecitabin, tegafur, cytarabin, gemcitabin). 
Inhibitory ribonukleotidreduktasy inhibují tvorbu deoxynukleotidů (v klinické praxi je 
užíván hydroxykarbamid neboli hydroxyurea). 
1.3.2. látky poškozující strukturu a funkci nukleových kyselin 
Struktura a/nebo funkce nukleových kyselin může být ovlivněna jejich alkylací, 
interkalací jiné látky či inhibicí topoisomeras při replikaci DNA. 
Alkylační látky kovalentní vazbou na nukleofilní centra buňky poškozují strukturu a 
funkci nejrůznějších makromolekul (cyklofosfamid, ifosfamid, chlorambucil, melfalan, 
temozolomid, dakarbazin, busulfan, cis-platina, carboplatina, oxaliplatina, karmus-
tin, lomustin, fotemustin, mitomycin aj. se často uplatňují v praxi). 
Interkalační látky interkalací do DNA inhibují replikaci a transkripci (daunorubicin, 
doxorubicin, epirubicin, idarubicin, mitoxantron a další). 
Inhibitory topoisomeras způsobují zlomy DNA (topoisomerasu I inhibují kamptoteci-
ny topotekan a irinotekan; topoisomerasu II podofylotoxiny etoposid a teniposid). 
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1.3.3. látky inhibující mitózu 
Označují se také jako mitotické jedy. Využívá se schopnosti těchto látek interagovat 
s mikrotubuly dělicího vřeténka, které se vytváří v profázi mitózy. 
Vinca alkaloidy blokují polymeraci mikrotubulů (vinkristin, vinblastin, vinorelbin, 
vindesin). Taxany stabilizací mikrotubulů znemožňují správnou funkci dělicího vřetén-
ka (v praxi se uplatňují paklitaxel, docetaxel). 
1.3.4. látky s kombinovaným či se zcela neobjasněným mechanismem 
účinku 
Mezi tyto látky patří např. mitotan, asparaginasa, anagrelid, estramustin, nearoma-
tické retinoidy (tretinoin, bexaroten), oxid arzenitý, trabectedin, thalidomid, lenalido-
mid, bortezomib, porfimer a temoporfin. 
1.3.5. léčiva pro cílenou protinádorovou terapii 
Mezi tato léčiva patří monoklonální protilátky a inhibitory transdukčních signálů. 
Monoklonální protilátky mohou být namířeny např. na růstové faktory (bevacizumab), 
na extracelulární doménu membránových receptorů (transtuzumab, cetuximab, pani-
tumumab) či na specifické povrchové antigeny nádorových buněk (rituximab, alemtu-
zumab). Konečným výsledkem vazby protilátky na cílový antigen je lýze buňky způ-
sobená různými mechanismy. 
Inhibitory transdukčních signálů zahrnují dvě skupiny: selektivní inhibitory tyrosin-
kinas (imatinib, erlotinib) a multiproteinkinasové inhibitory (dasatinib, nilotinib, lapati-
nib, sunitinib, sorafenib). 
1.3.6. hormonální léčiva 
Používají se u hormondependentních nádorů obsahujících sexagenní receptory (ně-
které karcinomy prsu, prostaty, endometria). Využívají se hormony mužské a ženské, 
antiandrogeny, antiestrogeny, inhibitory aromatas, superaktivní analoga gonadorelinu 
a glukokortikoidy. 
1.3.7. imunomodulační léčiva 
Mají vliv na imunostimulaci a imunorestauraci (interferony vykazují také antipro-
liferační účinky), bývají součástí komplexní protinádorové terapie. Používá se např. 
interferon α, interferon α2A, interferon α2B, aldesleukin a vaccinum tuberculosis vivum 
(BCG vakcína).39  
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1.3.8. Cis-platina  
Cis-diammin-dichloroplatnatý komplex Pt(NH3)2Cl2, jak zní chemický název, či 
zkráceně cis-platina (cis-Pt), byl poprvé syntetizován roku 1844 italským chemikem 
Michelem Peyronem (1813 až 1883). K tomuto objevu došlo při přípravě „Magnovy ze-
lené soli“, tetrachloroplatnatanu tetraamminoplatnatého [Pt(NH3)4][PtCl4], popsaného 
již roku 1828 německým lékařem a chemikem Heinrichem Gustavem Magnem (1802 až 
1870). Žlutý produkt, pojmenovaný po svém objeviteli „Peyronův chlorid“, vykazoval 
naprosto odlišné vlastnosti než má Magnova sůl, s níž je izomerní.  
Svou práci Peyrone publikoval roku 1844 v Annalen der Chemie, v duplikátu zprá-
vy z roku 1845 popisuje tutéž sloučeninu se stejnou strukturou, ale jinými chemickými 
a fyzikálními vlastnostmi, než o kterých informoval o rok dříve.19 Zhruba o padesát let 
později díky práci švýcarského chemika Alfreda Wernera (1866 až 191920) bylo možné 
Peyronův chlorid označit za cis-izomer diammin-dichloroplatnatého komplexu. 
Výzkum nových protinádorových léčiv se o cis-Pt nezajímal do té doby, než ame-
rický mikrobiolog Barnett Rosenberg (1926 až 2009) a jeho spolupracovníci v roce 1965 
začali zkoumat vliv elektrického pole na dělení bakterií Escherichia coli. Nejenže bylo 
buněčné dělení potlačeno, ale buňky normálně připomínající tyčky vyrostly do fila-
ment třistakrát převyšujících původní délku. Důvodem tohoto výsledku bylo, že k ex-
perimentu byly použity platinové elektrody, které elektrochemickou reakcí s ionty 
obsaženými v médiu poskytly cis-Pt. Ta dosud nebyla testována, zda má antibak-
teriální nebo antitumorové vlastnosti, protože bylo známo, že komplexy přechodných 
kovů jsou jedovaté. 
Rosenberg věděl, že jistá cytostatika mají na Escherichia coli stejný vliv, jako měla 
cis-Pt (pozastavení dělení a růst do filament), proto s Virginií Mansour zahájil v roce 
1968 výzkum antitumorové aktivity cis-Pt na myších. V roce 1969 publikovali ohromu-
jící výsledek: cis-Pt kompletně inhibovala progresi solidního myšího sarkomu-180.21 Br-
zy nato (1971) se rozběhly klinické studie zahrnující i lidské pacienty, které potvrdily 
protinádorový účinek cis-Pt.22 Léčivo bylo americkou FDA (Food and Drug Admi-
nistration) schváleno v roce 1978.23 
Indikace 
Od té doby se cis-Pt stala jedním z nejužívanějších cytostatik. Pokud je léčba zahá-
jena včas, je mimořádně účinná proti testikulárním tumorům, účinná vůči melano-
mům, malobuněčným i nemalobuněčným bronchogenním karcinomům, v kombinační 
terapii přináší slibné výsledky při léčbě ovariálních nádorů.21 Je indikována také při tu-
morech urogenitální oblasti, hlavy a krku, GIT, sarkomech, karcinomech mozaikového 
epitelu a maligních lymfomech, ať samostatně nebo v kombinaci s jinými cytostatiky 
(nejčastěji s vinblastinem, bleomycinem, etoposidem, doxorubicinem, paklitaxelem) a 




Molekula cis-Pt obsahuje pouze jedenáct atomů, které mají planární uspořádání (viz 
obr. 1). Její sumární vzorec je Cl2H6N2Pt, relativní molekulová hmotnost je 300, 045.  
 
Obr. 1 Strukturní vzorec cis-platinya 
V Chemical Abstract Registry (CAS) je jí přiřazeno číslo 15663-27-1. Podle ČL 2009 
substance obsahuje 97, 0 % až 102, 0 % sloučeniny Cl2H6N2Pt. 
Je to žlutý prášek nebo žluté či oranžovožluté krystaly. Je těžce rozpustná ve vodě 
(k rozpuštění 1 g je třeba 100 až 1000 ml rozpouštědla; při 19 °C se ve 100 ml rozpustí 
méně než 0,1 g cis-Pt24), mírně rozpustná v dimethylformamidu (30 až 100 ml rozpou-
štědla na 1 g), prakticky nerozpustná v 96% ethanolu (více než 10 000 ml rozpouštědla 
na 1 g).25  
Ve vodném roztoku snadno hydrolyzuje (zejm. při alkalickém pH) a izomerizuje na 
neúčinný trans-izomer.26 Tyto procesy lze zpomalit přídavkem chloridových iontů 
(cis-Pt se rozkládá v prostředí s nízkým obsahem Cl- - pod 0,45 % NaCl) a chráněním 
roztoku před světlem.27 Fyzikální a chemická stabilita po naředění do infuzních rozto-
ků o koncentracích 50 mg/l a 200 mg/l byla doložena na 72 hodin při teplotě 25 °C za 
současného chránění před světlem.28  
Kolem 270 °C se cis-Pt za černání rozkládá.25 Vytváří černé precipitáty s hliníkem, 
též se nesmí dostat do styku se sírou.27 
S dimethylsulfoxidem (DMSO), ve kterém se sice snadno rozpouští, vytváří ale už 
po pěti minutách komplex se sníženou cyto- a neurotoxicitou. Po třech hodinách je již 
všechna cis-Pt vyvázána v neúčinném komplexu. Z tohoto důvodu by pacientům ne-
měl být podáván roztok cis-Pt v DMSO (předpokládaný synergistický efekt obou látek 
nebyl potvrzen).29 
Cytotoxické, mutagenní a teratogenní vlastnosti cis-Pt vyžadují při manipulaci pou-
žití ochranných pomůcek. Substance se inaktivuje tepelným rozkladem při 800 °C nebo 




Po aplikaci se cis-Pt významně (z 90-98 %) váže na plazmatické a tkáňové bílkoviny, 
tato vazba se v zásadě jeví jako ireverzibilní (reaguje se sírou nebo thiolovými skupi-
nami přítomnými v aminokyselinách, např. cysteinu, tvořících proteiny). To přispívá 
k akumulaci cis-Pt v těle – i po šesti měsících po poslední dávce byla v mnohých tká-
ních její přítomnost prokázána. Nejvyšší koncentrace léčiva byly nalezeny v ledvinách, 
játrech a prostatě, o něco nižší koncentrace byly zjištěny v močovém měchýři, svalech, 
                                                 
a  http://mondinvisibili.files.wordpress.com/2011/01/cisplatin-2d.png 
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varlatech, slinivce a slezině. Proniká také do tenkého a tlustého střeva, nadledvin, srd-
ce, plic, lymfatických uzlin, štítné žlázy, žlučníku, thymu, vaječníků a dělohy, v malé 
míře i do bílých a červených krvinek. Nízké hladiny byly pozorovány též v CNS (velký 
mozek, mozeček), naproti tomu v intracerebrálních nádorech byly zjištěny významné 
hladiny léku.28  
 Přesný mechanismus přestupu cis-Pt buněčnou membránou zatím zůstává nejasný. 
Zdá se, že hlavním procesem průniku je pasivní difúze, ke které přispívá též aktivní 
transport pomocí proteinu CTR1, přenašeče mědi (viz obr. 2). 
 
Obr. 2 Schematické znázornění influxu a efluxu cis-platiny pomocí pasivní difúze a přenašeče CTR132 
Již při průchodu membránou se cis-Pt může navázat na nukleofilní centra jiných 
molekul, která obsahují atomy dusíku nebo síry (např. fosfolipidy, fosfatidylserin). 
Tento proces pokračuje i v cytoplasmě, kde vytváří komplexy s mikrotubuly, peptidy a 
proteiny, RNA… Bylo pozorováno, že pouze 5-10 % cis-platiny proniknuvší do buňky 
se naváže na jadernou DNA, zatímco 75-85 % léčiva se váže na jiné nukleofilní součásti 
buňky.31 
Metabolismus 
Metabolizace cis-Pt na neaktivní produkty probíhá pomocí neenzymatické konver-
ze. Plazmatický poločas je bifázický – úvodní činí 25-49 minut, postdistribuční 58-73 
hodin. 
Exkrece 
Hlavním eliminačním mechanismem je vylučování močí. Exkreční fáze je díky ma-
sivní vazbě na bílkoviny prodloužená a neúplná. Během prvních pěti dnů po podání 
nastává kumulativní močová exkrece 27 až 43 % dávky.28  
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A) 1, 2-intrařetězcová křížová vazba 
B) interřetězcová křížová vazba 
C) monofunkční adukt 
D) křížová vazba protein-DNA 
 
Farmakodynamika 
Cis-Pt a její deriváty se řadí k alkylačním cytostatikům (= látky inhibující buněčnou 
proliferaci). Cílem alkylace je jaderná DNA, v menší míře i RNA.  
Mechanismus účinku 
Po přechodu z plasmy do buňky jsou chloridové skupiny cis-Pt nahrazeny moleku-
lami vody a následně -OH skupinami, čímž vznikají velmi reaktivní meziprodukty (viz 
obr. 3), které napadají nukleofilní centra molekul přítomných v buňce, mezi nimi i ja-
dernou DNA – hlavní místo účinku. 
 
Obr. 3 Vznik reaktivního komplexu reverzibilní reakcí v prostředí s nízkou c Cl-33 
Ze vznikajících kladně nabitých komplexů se jako nejvýznamnější - z hlediska inte-
rakce s DNA za fyziologického pH – jeví diamminaquachlorplatnatý kation. Navzdory 
tomu je pravděpodobné, že cis-Pt proniká jadernou membránou jako neutrální nenabi-
tý komplex. Zatím není známo, zda se jako při přechodu buněčnou membránou uplat-
ňuje i zde pasivní difúze.  
Ihned poté, co se v jádře vytvoří aktivní platinový kation, reaguje s nukleofilními 
místy purinových bází v DNA. Nejčastějším místem vazby je pro svou nukleofilitu 
a přístupnost N7 guaninu, pro adenin má cis-Pt menší afinitu.32 Nejprve se vytváří mo-
nofunkční adukty s DNA (ty jsou považovány za neaktivní - jak bylo pozorováno v po-
kusech s bakteriemi, tyto adukty nejsou schopny ukončit syntézu RNA bakteriální 
RNApolymerasou podle DNA templátu). Zbývající chloridový ligand cis-Pt je poté 
hydrolyzován, vzniklý meziprodukt reaguje s dalším nukleofilním centrem DNA nebo 
proteinu. Výsledkem jsou intra- a interřetězcové křížové vazby mezi vlákny DNA (viz 
obr. 4). 
 
Obr. 4 Hlavní adukty vznikající vazbou cis-Pt na DNA33 
 
19
a) 1, 2-GG intrařetězcová křížová vazba 
b) monofunkční adukt 
c) 1, 2-GG interřetězcová křížová vazba 
d) křížová vazba DNA-protein 
e) 1, 2-AG intrařetězcová křížová vazba 
f) 1, 3-GG intrařetězcová křížová vazba 
Mezi intrařetězcovými vazbami byly zjištěny 1, 2- i 1, 3-křížové vazby. Nejvíce, 
85-90 %, je vazeb typu 1, 2-GG a AG (z toho 60-65 % GG, 20-25 % AG). Vazeb 1, 3-GXG 
(kde X je jakýkoli nukleotid), interřetězcových GG vazeb a monofunkčních aduktů se 
vytváří 2-6 %. Křížových vazeb typu AXG vzniká zanedbatelné množství (viz obr. 5).  
Preferenčně v 5’G-C3’sekvencích obou řetězců lineární DNA se tvoří 1, 2-interřetěz-
cové vazby mezi protilehlými guaninovými bazemi (opačné sekvence, tedy 5’C-G3‘, 
jsou preferovány mitomycinem C). Tato preference je pravděpodobně způsobena rela-
tivně krátkou vzdáleností mezi protilehlými guaniny v G-C sekvencích. Ovšem interře-
tězcové křížové vazby se v superhelikální DNA tvoří jak v sekvencích G-C, tak i v C-G, 
což naznačuje, že topologie DNA může regulovat vazbu léčiva mezi řetězci.  
Z dosavadního výzkumu vyplývá, že nejvýznamnější cytotoxický efekt mají intra-
řetězcové vazby (především typu 1, 2), menší vazby interřetězcové. Adukty cis-Pt 
s DNA a proteiny cytotoxický účinek nemají (tyto adukty ve velké míře vytváří 
klinicky neaktivní trans-Pt, která také není schopna tvořit intrařetězcové vazby).32, 33 
 
Obr. 5 Typy aduktů a křížových vazeb32 
Jedním z nejdůležitějších nejaderných cílů je pravděpodobně glutathion (GSH) a ně-
které další molekuly obsahující thiolové skupiny, jako např. metalothioneiny. Vazbou 
na enzymy a receptory může cis-Pt ovlivnit jejich funkci: in vitro byla prokázána inhi-
bice aktivity Hsp90 (heat shock protein 90, ATP vázající chaperon), nadto specificky 
blokuje jeho C-koncové ATP vázající místo, které se svou ATP-hydrolytickou funkcí 
účastní správného prostorového uspořádání proteinů. Ty mj. hrají roli v signální trans-
dukci a regulaci buněčného cyklu. Vazba na methionin v pozici 1 a/nebo histidin v po-
zici 68 molekuly ubikvitinu může inhibovat ubikvitin-proteázomovou cestu selektivní 
degradace buněčných proteinů, což má za následek cytotoxické projevy.33 
Oprava poškození DNA způsobeného cis-platinou 
Buňky disponují několika mechanismy, které jsou schopné rozeznat a opravit nej-
různější typy poškození DNA a předejít tak apoptóze. Prozatím bylo identifikováno ví-
ce než dvacet proteinů rozeznávajících poškození, z nichž některé vykazují specifičnost 
pro adukty DNA-cis-Pt a jejích analogů [např. high mobility group 1 protein (HMG1 
protein)34, TATA-binding protein (TBP)35 a další]. 
Mezi nejdůležitější mechanismy, které buňka využívá k odstraňování aduktů DNA-
-cis-Pt, patří NER, MMR a oprava zprostředkovaná DNA-dependentní proteinkinasou. 
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(Ta má svou hlavní úlohu při opravě dvouřetězcových zlomů, ale interaguje i s poško-
zením indukovaným vazbou cis-Pt na DNA.36) 
Pokud se buňce nepodaří poškození opravit, je spuštěna některá ze signalizačních 
kaskád vedoucí ve svém důsledku k apoptóze.  
Účinky 
Platinová cytostatika jsou jak druhově, tak fázově nespecifická – působí na všechny 
především rychle se dělící buňky, nádorové i zdravé, ve všech fázích buněčného cyklu. 
Vznikající křížové vazby způsobují lokální rozvinutí a ohýbání dvoušroubovice DNA 
(intrařetězcové vazby rozvíjí DNA o 13-23 °, ohýbají ji o 32-34 ° 37; interřetězcové ji roz-
víjí o 79 ° a více, ohýbají ji o 45-47 ° 38). Blokují tím replikaci DNA a/nebo zabraňují 
transkripci DNA do RNA. Na cytotoxickém účinku vedoucím ve svém důsledku 
k apoptóze se podílí také vazba cis-Pt na proteiny a další součásti buňky, které takto 
mohou ztratit svou biologickou funkci.33  
Vedlejší a nežádoucí účinky 
Mezi nejčastější vedlejší a nežádoucí účinky patří nauzea a zvracení (často opoždě-
né, s vrcholem nastupujícím po 48-72 hodinách), útlum krvetvorby – leukopenie, trom-
bocytopenie (ty dosahují maxima za 18-23 dní po užití léčiva), anémie, po aplikaci 
vysokých dávek je výrazná myelosuprese, zvýšený výskyt infekčních onemocnění. 
Neurotoxické nežádoucí účinky zahrnují především periferní parestezie, dále ztrátu 
reflexů, epileptické paroxysmy, vzácně svalové křeče. Ototoxicita se projevuje nejčastěji 
tinnitem, poruchami rovnováhy, ztrátou sluchu v rozsahu vysokých frekvencí. Dále se 
projevuje nefrotoxicita, hyperurikémie, urátová nefropatie, hypomagnezémie; méně 
často nechutenství, anafylaktická reakce; vzácně stomatitida, toxické poškození zraku 
(zastřené vidění, snížení schopnosti rozeznávat barvy, především modrou a žlutou), 
syndrom nepřiměřené sekrece antidiuretického hormonu. Jako u jiných cytostatik i zde 
hrozí riziko sekundárních malignit.39 
Ochrana proti nežádoucím účinkům 
Cis-Pt je podle podané dávky středně až vysoce emetogenní. Emezi u 30-90 % pa-
cientů způsobují dávky pod 50 mg/m2, dávky 50 mg/m2 nebo vyšší vyvolávají nauzeu 
a zvracení u více než 90 % léčených. Při použití vysoce emetogenní dávky se profylak-
ticky podává aprepitant, antagonisté serotoninu na 5-HT3 receptorech (setrony: ondan-
setron, granisetron, palonosetron) spolu s dexamethasonem. Při podání středně emeto-
genní dávky cis-Pt v některých případech postačuje kombinace setronů s dexametha-
sonem. 
Nefrotoxicita se omezuje dostatečnou hydratací pacienta 1,5-2 l fyziologického roz-
toku podaných intravenózně 2-12 hodin před infuzí léčiva. Náležitou hydrataci a diu-
rézu (s pomocí mannitolu) je třeba zajistit i následujících 24 hodin. Před a při intra-
peritoneální aplikaci cis-Pt se jako antidotum používá thiosíran sodný, který umožňuje 
zvýšit dávku léčiva (v krvi uvolňuje volné -SH skupiny, s kterými cis-Pt reaguje, vzni-
ká netoxický komplex). 
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Ke snížení rizika vzniku závažné neutropenie při kombinované terapii cis-Pt a 
cyklofosfamidem a jako profylaxe nefrotoxicity cis-Pt se používá amifostin. 
Strategie léčby 
Roztok léčiva naředěný na požadovanou koncentraci (mg/m2) dle druhu nádoru se 
aplikuje intravenózní infuzí trvající 6-8 hodin (lze ji zkrátit na 60-120 min, je-li týž den 
podáváno další cytostatikum). Délka cyklu a počet aplikací v jednom cyklu, případně 
kombinace s jinými antineoplastiky, se opět řídí druhem nádoru.  
Další cyklus chemoterapie je možno zahájit až po normalizaci krevního obrazu (po-
čet leukocytů vyšší než 4 000/mm3, počet trombocytů vyšší než 100 000/mm3) a pří-
padných projevů toxicity. 
Kontraindikace 
Léčivo je kontraindikováno při přecitlivělosti na cis-Pt, v graviditě a při laktaci. Pro 
nedostatek zkušeností se nepodává dětem. U pacientů s útlumem krvetvorby, těžšími 
poruchami funkce ledvin nebo sluchu či trpícími infekčními onemocněními je třeba při 
terapii cis-Pt zvýšené opatrnosti. 
Při léčbě a nejméně tři měsíce po jejím ukončení nesmí být pacient očkován živými 
atenuovanými vakcínami. 
Interakce 
Cis-Pt snižuje jak plazmatické hladiny, tak i účinek karbamazepinu, jen plazmatic-
kou hladinu snižuje u fenytoinu. Nefrotoxicita a ototoxicita je zvýšena při použití dal-
ších nefro- a ototoxických léčiv.39  
Rezistence 
Rezistence k léčivu může být přirozená nebo získaná. Přirozená rezistence souvisí 
s polymorfismy genů kódujících proteiny, které se účastní opravy poškození DNA, či 
nadměrnou expresí těchto proteinů v nádorových buňkách. Získaná rezistence se vyví-
jí u některých nádorů po opakovaném podávání, v tom případě se terapie cis-Pt ukon-
čuje a přechází se na jiné cytostatikum či jejich kombinaci. 
Další deriváty platiny 
Druhou generaci platinových cytostatik tvoří karboplatina (cis-diammin[cyklobu-
tan-1, 1-dikarboxylát-(2)-O,O´]platnatý komplex; viz obr. 6) schválená roku 1989. Sku-
pina 1, 1-cyklobutandikarboxylu je stabilnější než chloridová, tím se podařilo snížit to-
xicitu bez ovlivnění antitumorové aktivity – karboplatina je mnohem méně nefroto-
xická, méně neutotoxická, také GIT toxicita je snížena (myelosuprese a trombocytope-
nie je závislá na dávce).  
Oxaliplatina (viz obr. 7) byla schválena roku 2002. Obsahuje 1, 2-diamminocyklohe-
xylový ligand; v kombinaci s 5-fluorouracylem a leukovorinem se používá k léčbě ko-
lorektálního karcinomu. Její významnou vlastností je zachovaná aktivita k některým 





Obr. 6 Strukturní vzorec karboplatiny23  Obr. 7 Strukturní vzorec oxaliplatiny23 
Zástupcem třetí generace je lobaplatina (viz obr. 8) – analog oxaliplatiny, kde je 
aniontovým ligandem kyselina mléčná, s vyšší účinností a nižší toxicitou a ormaplatina 
(viz obr. 9), komplex Pt4+.26 
 
Obr. 8 Strukturní vzorec lobaplatinyb  Obr. 9 Strukturní vzorec ormaplatinyb 
Ve třetí fázi klinického zkoušení pro léčbu malobuněčného plicního karcinomu je pi-
koplatina (viz obr. 10) lišící se od cis-Pt 2-pikolinem na místě aminového ligandu. O 
satraplatině (komplexu Pt4+, viz obr. 11) se uvažuje jako potenciálním léčivu pro hor-
monálně refrakterní rakovinu prostaty. Její nespornou výhodou je aktivita po perorál-
ním podání. Od cis-Pt se liší cyklohexylaminem na místě aminu a dvěma acetátovými 
ligandy v axiální pozici. 
 
Obr. 10 Strukturní vzorec pikoplatiny23  Obr. 11 Strukturní vzorec satraplatiny23 
Intenzivní výzkum se provádí též s platinovými komplexy, které mají trans geomet-
rii nebo obsahují více platinových center. V budoucnu by se některé z nich také mohly 
uplatnit v klinické praxi.23 




2. CÍL – ZADÁNÍ PRÁCE 
Cílem této diplomové práce bylo detekovat poškození DNA kometovým testem 
a sledovat jeho opravu s konkrétním zaměřením na sledování indukce a reparace kří-
žových vazeb způsobených cis-Pt u sedmi buněčných linií. 
Citlivý a přesný kometový test vhodný k monitorování genotoxických účinků byl 
doplněn MTT testem, aby bylo možno sledovat, jak různé buněčné linie odolávají in-
dukovanému poškození. 
K experimentům byly vybrány jak linie s intaktními reparačními mechanismy 
(A-549, HeLa, HELF a CHO AA8), tak linie deficitní v určitých genech důležitých pro 
opravu poškozené DNA (CHO UV-20, XPA a XPC) s cílem porovnat u nich množství 
křížových vazeb a jejich reparaci po inkubaci trvající 24 hodin. 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1. Pomůcky a přístroje 
• analytické váhy: Boeco, Německo 
• autokláv: Tuttnauer 2540 M, Tuttnauer, Izrael 
• automatické pipety: Labmate - HTL, Polsko  
Microman - Gilson, Francie 
• Bürkerova komůrka: Meopta Přerov, ČR 
• centrifuga: Hermle Z400K - Hermle Labortechnik, Německo 
• CO2 incubator mod. 2323-2 - Shel Lab, USA 
• časový spínač k dvouzdroji: VIPO Elcon - Znak Malá Skála, ČR 
• elektroforetický tank, vlastní konstrukce 
• fluorescenční mikroskop: Eclipse E400 - Nikon, Japonsko 
• laboratorní dvouzdroj: F 100, vlastní konstrukce 
• laboratorní sklo: P-Lab, ČR 
• laminární box: Aura 2000 M. A. C. – BIOAIR instruments, Itálie 
• lednice: Calex 175R - Zanussi Itálie 
lednice s mrazákem Liebherr, Německo 
• magnetická míchačka s ohřevem: MM 4 - Lavat, ČR 
MSH basic - IKA-Werke, Německo 
• Microsoft Office Excel 2003 - Microsoft, USA 
• mikrotitrační destičky (96 jamek): P-Lab, ČR 
• mikrovlnná trouba KOR-6L05 – Daewoo, Jižní Korea 
• mikrozkumavky eppendorf: P-Lab, ČR 
• multikanálové pipety: Labmate – HTL, Polsko  
Discovery Comfort – HTL, Polsko 
• operační systém: Windows XP 2001 - Microsoft, USA 
• Pasteurovy pipety: P-Lab, ČR 
• počítač: Hewlett Packard, USA 
• podložní a krycí sklíčka: Hirschmann Laborgeräte, Německo 
• přístroj k výrobě tridestilované vody: LTHS 2000 - Brněnská drutěva v. d., ČR 
• spektrofotometr: Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader – BioTek 
Instruments Inc., USA 
• software pro obrazovou analýzu: LUCIA® Comet Assay (Single stain) verze 
4.81 (Build 137) 1991-2005 - Laboratory Imaging Ltd., Praha, ČR 
• software pro spektrofotometrické hodnocení: Gen5, BioTek Instruments Inc., 
USA 
• světelný inverzní mikroskop: ELWD 0,3/OD75 T1-SNCP – Nikon, Japonsko 
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• špičky na pipety: Gilson – Kartell S. p. A., Itálie 
• třepačka na mikrotitrační destičky: MS 3 digital, IKA, USA 
• videokamera: CCD BW - Laboratory Imaging, ČR 
• vodní lázeň: 609A - MTA Kutesz, Maďarsko 
• výrobník ledu a ledové tříště: GET 43445 - Angelantoni, Itálie 
• zkumavky: Sarstedt, Německo 
3.2. Chemikálie 
• α-MEM (α-Modified Eagle‘s Essential Medium, α-modifikace Eagleova 
základního média): PAA Laboratories, Rakousko 
• agaróza Serva standard EEO: Serva Electrophoresis GmbH, Německo 
• agaróza typ I (high gelling temperature, HMP = high melting point): Sigma-
-Aldrich, USA 
• agaróza typ VII (low gelling temperature, LMP = low melting point): Sigma-
-Aldrich, USA 
• cis-platina (cis-Pt; cis-diammin-dichloroplatnatý komplex): Sigma-Aldrich, USA 
• dimethylsulfoxid (DMSO): Sigma-Aldrich, USA 
• DMEM (Dulbecco‘s Modified Eagle‘s Medium; Dulbeccova modifikace 
Eagleova média) High Glucose (4,5 g/l) with L-glutamine and Sodium 
Pyruvate: PAA Laboratories, Rakousko 
• ethidium bromid 95%: Sigma-Aldrich, USA 
• ethylendiammintetraoctová kyselina (chelaton II, EDTA) p. a.: Penta Praha, ČR 
• fosfátem pufrovaný fyziologický roztok (PBS = Phosphate buffered saline): 
Sigma-Aldrich, USA 
• fetální bovinní sérum (FBS = Fetal Bovine Serum): PAA Laboratories, Rakousko 
• HCl p. a.: Penta Praha, ČR 
• isopropanol (2-propanol): Sigma-Aldrich, USA 
• MTT [3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-difenyltetrazolium bromid]: Sigma-
-Aldrich, USA 
• NaCl p. a.: Lach:Ner Neratovice, ČR 
• NaOH p. a.: Penta Praha, ČR 
• roztok antibiotik (atb) – penicilin a streptomycin (100x), 10 000 units/10 mg/ml 
in normal saline: PAA Laboratories, Rakousko 
• styrenoxid (SO): Fluka, Švýcarsko 
• tridestilovaná voda vlastní výroby  
• tris(hydroxymethyl)aminomethan p. a.: Penta Praha, ČR 
• Triton X-100: Serva Electrophoresis GmbH, Německo 
• trypsin: PAA Laboratories, Rakousko 
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3.3. Příprava roztoků 
pro přípravu roztoků byla použita tridestilovaná voda (není-li uvedeno jinak) 
agaróza:  
na potahování sklíček 1% roztok  
agaróza  1 g 
voda 100 ml 
HMP agaróza 1% roztok  
HMP agaróza  100 mg 
PBS 10 ml 
LMP agaróza 1% roztok  
LMP agaróza  100 mg 
PBS  10 ml 
roztok styrenoxidu:  
SO  9,6 µl 
DMSO 490,4 µl 
roztok cis-platiny: 
cis-Pt  2,0 mg 
DMEM  10 ml 
příprava probíhá sterilně 
roztok PBS:  
zásobní tableta  1 
voda  200 ml 
roztok sterilizovat v autoklávu 
lyzační roztok:  
pH = 10 
NaCl  146 g 
EDTA   29,2 g 
tris(hydroxymethyl)aminomethan  1,2 g  
voda   do 1000 ml 
přesné hodnoty pH se dosahuje přidáním NaOH (asi 12 g do 1 l) 
před použitím k tomuto roztoku přidat Triton X-100 tak, aby vznikl jeho 1% roztok 
(1 ml do 100 ml již připraveného roztoku) 
směs poté důkladně zamíchat a zchladit na 4 °C 
roztok 0,5 M EDTA: 
EDTA  14,612 g 
voda  100 ml 




NaOH 12 g 
0,5 M roztok EDTA 2 ml 
dvakrát destilovaná voda do 1000 ml 
NaOH rozpustit v části destilované vody, přidat 2 ml EDTA, doplnit vodou do 1000 ml 
neutralizační roztok:  
pH = 7,5 
tris(hydroxymethyl)aminomethan 48,456 g 
voda do 1000 ml 
tris(hydroxymethyl)aminomethan rozpustit v části vody, pH upravit na hodnotu 7,5 
pomocí 36% HCl (přibližně 25 ml do 1000 ml) 
roztok doplnit do 1000 ml a provést případnou korekci pH 
roztok ethidium bromidu:  
ethidium bromid  2 mg 
voda  5 ml 
z tohoto roztoku odebrat 250 µl do 5 ml vody (konečná koncentrace 20 µg/ml vody) 
médium pro kultivaci buněčných linií A-549, XPC, XPA, HeLa, HELF:  
DMEM  500 ml 
FBS  50 ml 
atb  5 ml 
médium pro kultivaci buněčných linií CHO-UV 20, CHO-AA8: 
α-MEM  500 ml 
FBS  25 ml 
atb  5 ml 
roztok MTT: 
MTT 0,5 g 
PBS 100 ml 
po rozpuštění sterilně přefiltrovat, alikvoty po 1,3 ml ve sterilních mikrozkumavkách 
zamrazit 
 solubilizační roztok: 
na 500 ml roztoku 
2-propanol 480 ml 
voda  20 ml 
Triton X-100  250 µl 





3.4.1. Kometový test (Comet assay) 
Kometový test (single cell gel electrophoresis, SCGE) je rychlou, jednoduchou a do-
statečně senzitivní metodou k zjištění poškození DNA a to na úrovni jednotlivých bu-
něk.41 Kombinuje jednoduchost biochemických technik používaných k detekci jedno-
řetězcových zlomů DNA, alkalilabilních míst a křížových vazeb s přístupem typickým 
pro cytogenetické testy, tedy individuálním hodnocením každé jednotlivé buňky. 
Mezi hlavní výhody kometového testu patří hodnocení poškození DNA v každé 
buňce, vysoká citlivost, aplikovatelnost na jakoukoli eukaryotickou buněčnou linii in 
vitro (včetně buněk rostlinných 42) i in vivo. K provedení testu postačuje relativně malé 
množství buněk (méně než 10 000).43  
Možnosti jeho využití jsou velmi široké: studium poškození DNA (jedno- i dvouře-
tězcové zlomy, křížové vazby, poškození bází, apoptotická jádra), opravy DNA, určení 
stupně fragmentace DNA přítomné ve spermiích44, měření poškození DNA ve spe-
cifických genomových sekvencích 45, stanovení senzitivity nádorových buněk na radio- 
a chemoterapii 46, 47, atd. Metoda se používá také při ekogenotoxických studiích a mo-
nitorování životního prostředí.48 
Principem kometového testu je schopnost negativně nabitých fragmentů DNA 
v agarózovém gelu imobilizovaných a lyzovaných buněk migrovat při elektroforéze 
k anodě.49 Míra migrace přímo závisí na poškození DNA přítomné v buňce. Zlomy ře-
tězců DNA migraci zvyšují, zatímco křížové vazby, ať už mezi řetězci DNA nebo mezi 
DNA a proteinem, ji zpomalují a zmenšují.50 Vzniklé komety se vizualizují obarvením 
(ethidium bromidem, akridinovou oranží, někdy také stříbrem) a vyhodnocují ma-
nuálně nebo pomocí speciálního softwaru. 
Počátky této metody sahají do roku 1976, kdy Cook se svým kolektivem publikoval 
práci zabývající se charakterizací nukleárních struktur obsahujících DNA. K lýzi buněk 
a odstranění většiny chromatinových proteinů využili roztok o vysoké koncentraci 
NaCl s přídavkem neionogenních detergentů o pH 8.51 Na tuto práci navázali Ostling a 
Johanson v roce 1984, přičemž lýzi buněk a následující elektoforézu prováděli za neu-
trálních podmínek. Po obarvení akridinovou oranží připomínala DNA kometu se zře-
telnou hlavou, obsahující intaktní DNA, a ocasem, který byl tvořen fragmenty poško-
zené DNA (viz obr. 12).52 Odtud tedy název kometový test. 
Univerzálnější alkalický kometový test s vysokou senzitivitou k měření nízkého 
počtů zlomů v DNA byl vyvinut roku 1988 Narendrou Singh a jeho spolupracovníky. 
K poškození DNA použili Roentgenovo záření a H2O2, buňky byly lyzovány v roztoku 
o pH 10, alkalická denaturace a elektroforéza byla provedena při pH vyšším než 13.41 
Obr. 12 Komety vizualizované ethidium bromidem 
 
29
V současné době se využívají dvě základní varianty kometového testu a to neutrální 
(pH 7-8) a alkalická (pH 12-13). K přesnějšímu posouzení poškození DNA bylo vyvi-
nuto několik modifikací SCGE. Ty spočívají v rozpoznání určitého typu defektu speci-
fickým enzymem, což se projeví zlomy. Nejčastěji se k tomuto účelu používají endo-
nukleasa III rozeznávající oxidované pyrimidiny, formamidopyrimidin-DNA-glykosy-
lasa (FPG) rozpoznávající oxidované puriny, uracil-DNA-glykosylasa a další. 
 
3.4.2. MTT test (MTT assay)  
Tento laboratorní test patří do skupiny kolorimetrických metod, které obecně využí-
vají Lambert-Beerova zákona ke stanovení koncentrace látky v roztoku měřením jeho 
absorbance. Pomocí MTT testu lze na stejném principu měřit enzymatickou aktivitu 
buněk, čehož se využívá ke stanovení jejich viability a proliferace, též se používá k po-
souzení toxicity nejrůznějších látek (např. toxiny, antiproliferační léčiva, protilátky, po-
lutanty).  
Principem metody je redukce žluté tetrazoliové soli [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
-2,5-difenyltetrazolium bromidu, MTT] dehydrogenasami lokalizovanými v mitochon-
driích živých buněk na fialový formazan, jak ukazuje obr. 13. (V buňkách poškozených 
či mrtvých tyto dehydrogenasy již nejsou aktivní.) Ten jako nerozpustné krystaly zůs-
tává v buňkách, přídavkem solubilizačního roztoku (dimethylsulfoxid – DMSO, okyse-
lený ethanolický roztok nebo lauroylsíran sodný – SDS – ve zředěné HCl) se rozpustí. 
Pak je již možno změřit absorbanci vzniklého roztoku barviva, obyčejně při vlnové dél-
ce mezi 500 až 600 nm.  
Obr. 13 Redukce MTT na formazanc 
Rychlost tvorby a množství vzniklého formazanu je přímo úměrné aktivitě dýcha-
cího řetězce, který zde reprezentuje celou metabolickou aktivitu buňky. Porovnáním 
absorbance vzorku s kontrolou (pozitivní – modelový toxin či Triton X-100, 0% život-
nost; negativní – pouze rozpouštědlo, 100% viabilita) se dá usuzovat na toxický efekt 
zkoumané látky.53, 54, 55 




3.5. Pracovní postup 
• příprava podložních sklíček 
Podložní sklíčka byla nejprve vařena třicet minut v 10% roztoku H2O2 a poté usu-
šena. Tím byla připravena k nanesení souvislé vrstvy agarózy. Agaróza Serva standard 
EEO byla pomocí mikrovlnné trouby rozvařena v tridestilované vodě tak, aby vznikl 
její 1% roztok. Do tohoto roztoku o teplotě 80-85 °C byla sklíčka jednotlivě namáčena 
až po zmatovaný okraj, spodní strana byla po vytažení otřena. Následovalo sušení skel 
na vzduchu při laboratorní teplotě a poté v sušárně při 60 °C po dobu třiceti minut. 
• kultivace buněk 
Buňky byly po rozmrazení suspendovány v médiu a pět minut centrifugovány, aby 
byly zbaveny DMSO, který byl použit při zmrazování jako prevence poškození buněk 
ledovými krystalky. Supernatant byl odlit a buňky byly resuspendovány v médiu, 
které bylo následně přelito do kultivačních lahví. Kultivace probíhala v termostatu při 
37 °C, 85% vlhkosti, v atmosféře obsahující 5 % CO2. 
• pasážování a nasazení buněk na Petriho misky 
Obě operace probíhaly za aseptických podmínek v boxu s laminárním prouděním. 
Pasážování se opakovalo každé dva až tři dny podle intenzity nárůstu buněk. Médium, 
PBS i trypsin byly před použitím vytemperovány na laboratorní teplotu.  
Z kultivačních lahví bylo odsáto médium, proveden oplach PBS, následně byly buň-
ky opláchnuty cca 3 ml trypsinu. Zhruba 2 ml trypsinu byly poté odebrány, zbytek 
v kultivačních lahvích byl na pět minut vrácen do termostatu. Sklepáním a oplachem 
byly buňky uvolněny z povrchu kultivační nádoby a resuspendovány v přidaném mé-
diu. Čtyři pětiny suspenze byly odebrány do zkumavky k dalšímu použití, ke zbývající 
pětině bylo nalito čerstvé médium a láhev byla vrácena do termostatu k další kultivaci. 
Buňky odebrané při pasážování byly promíchány, kapka této suspenze byla pře-
nesena na Bürkerovu komůrku a pod světelným inverzním mikroskopem byly buňky 
spočítány. Buněčná suspenze byla poté naředěna médiem na požadované množství bu-
něk na jednu misku, které bude následně nasazeno. Na předem očíslované Petriho mis-
ky bylo pipetováno 1,5 ml této suspenze. Buňky byly v termostatu inkubovány přes 
noc, aby došlo k adhezi na dno misky. 
• ovlivnění buněk cis-platinou 
Vypočítaná navážka cis-Pt byla rozpuštěna v médiu s obsahem 1 % atb, bez přídav-
ku FBS. Tento výchozí roztok o koncentraci 0,64 mM sloužil k přípravě koncentrační 
řady. Z ní bylo na misky pipetováno 500 µl, výsledná koncentrace na miskách tak byla 
160, 80, 40 a 20 µM cis-Pt. Po jedné hodině inkubace v termostatu bylo médium s cis-Pt 
ze všech misek odsáto a nahrazeno 2 ml kompletního média (tzn. DMEM/α-MEM, FBS 
a roztok atb) vytemperovaného na 37 °C. Poté byly buňky inkubovány po zbývající 
předepsanou dobu (3 a 23 hodin). 
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• indukce alkalilabilních aduktů pomocí styrenoxidu (SO) 
Podle uspořádání experimentu (viz tabulka 1) bylo na polovinu misek s buňkami ve 
2 ml média po 1-, 4- a 24hodinové inkubaci dávkováno 10 µl roztoku SO v DMSO, vý-
sledná koncentrace SO v kultivačním médiu tak dosáhla 800 µM. Buňky byly s SO in-
kubovány třicet minut.  
 uspořádání experimentu:  
čas [hod] miska číslo cis-Pt [µM] 
SO 
[800 µM/30 min] 
sklíčko číslo 
1 0 x 1 
2 0  2 
3 20 x 3 
4 40 x 4 






 6 160 x 6 
7 0 x 7 
8 0  8 
9 20  9 
10 40  10 






 12 160  12 
13 0 x 13 
14 0  14 
15 20 x 15 
16 40 x 16 






18 160 x 18 
19 0 x 19 
20 0  20 
21 20  21 
22 40  22 






 24 160  24 
25 0 x 25 
26 0  26 
27 20 x 27 
28 40 x 28 






 30 160 x 30 
31 0 x 31 
32 0  32 
33 20  33 
34 40  34 






 36 160  36 
Tabulka 1 Schéma pokusu 
SO .......................................................................................................................................  styrenoxid 
x ................................................................................................................................. SO nebyl přidán 
..................................................................................................................................... SO byl přidán 
• kometový test (Comet Assay; SCGE = single cell gel electrophoresis) 
Po indukci alkalilabilních aduktů byl proveden kometový test: 
1. příprava buněčné suspenze  
Kultivační médium bylo odsáto z misek a byl proveden oplach PBS. Buňky byly ze 
dna misek uvolněny dvouminutovým působením trypsinu o teplotě 37 °C a suspen-
 
32
dovány v PBS. Do mikrozkumavky eppendorf umístěné v ledové tříšti bylo odebráno 
35 µl této suspenze. 
2. fixace buněk v agarózovém gelu 
Na podložní sklíčka potažená souvislou vrstvou agarózy bylo pipetováno 85 µl 1% 
roztoku HMP agarózy, kapka byla ihned překryta krycím sklíčkem a gel se nechal na 
chladicí ploténce ztuhnout. 
K buněčné suspenzi v mikrozkumavce bylo přidáno 85 µl 1% roztoku LMP agarózy, 
suspenze byla důkladně promíchána a 85 µl jí bylo pipetováno na předem připravené 
podložní sklo s blokem HMP agarózy. Kapka byla ihned překryta krycím sklíčkem a 
gel se opět nechal na chladicí ploténce ztuhnout. 
3. lýze buněk 
Po ztuhnutí gelu a odstranění krycích sklíček byla podložní skla s buňkami imobili-
zovanými v agaróze narovnána do kyvety a zalita lyzačním roztokem o teplotě 4 °C. 
Lýze probíhala 60 minut za nepřístupu světla, při teplotě 4 °C. 
4. alkalická denaturace DNA 
Sklíčka byla přemístěna z lyzačního roztoku do horizontálního elektroforetického 
tanku s elektroforetickým pufrem o teplotě 4 °C. DNA byla denaturována 40 minut bez 
přístupu světla při teplotě 4 °C. 
5. elektroforéza  
Elektroforéza byla provedena ve stejném tanku ihned po denaturaci za nepřístupu 
světla při 4 °C po dobu 30 minut. Napětí bylo 25 V a proud 300 mA – přesné hodnoty 
proudu bylo dosaženo úpravou objemu pufru. 
6. neutralizace  
Po elektroforéze byla sklíčka vyskládána do kyvety, zalita neutralizačním roztokem 
a neutralizována ve třech cyklech po dobu 5 minut, poté byla sklíčka na 5 minut pono-
řena do tridestilované vody, následovalo sušení na vzduchu při laboratorní teplotě. 
7. fluorescenční mikroskopie a obrazová analýza 
Před hodnocením preparátů byl každý agarózový blok na sklíčku rehydratován de-
set minut v tridestilované vodě, obarven 20 µl roztoku ethidium bromidu o koncentra-
ci 20 µg/ml a překryt krycím sklíčkem. 
Hodnocení probíhalo pomocí fluorescenčního mikroskopu a softwaru LUCIA® co-
met assay – na každém mikroskopickém preparátu bylo vyhodnoceno poškození DNA 
u dvaceti pěti buněk.  
8. Statistické vyhodnocení 
Získaná data byla v programu Microsoft Excel statisticky zpracována – z naměře-
ných hodnot % DNA v ohonu byla vypočtena střední hodnota a chyba střední hodno-
ty. Dále byl z vypočtených hodnot vytvořen sloupcový graf znázorňující % DNA 
v ohonu komety (% tail DNA) v závislosti na koncentraci cis-Pt. Míra inhibice migrace 
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fragmentů DNA a tedy snižování % DNA v ohonu poukazuje na přítomnost křížových 
vazeb v DNA. 
Pro porovnání sledovaných časových intervalů a použitých buněčných linií mezi se-
bou byly naměřené hodnoty přepočteny na procenta kontroly, tedy buněk ovlivněných 
pouze SO (80-98 % DNA v ohonu). Z přepočtených hodnot byl dále vypočítán průměr 
a směrodatná odchylka – tyto hodnoty byly vyneseny do grafu jako relativní % DNA 
v ohonu (relative % tail DNA). 
 
• stanovení cytotoxicity po 24 hodinách (MTT Assay) 
a) nasazení buněk na mikrotitrační destičku 
Buňky odebrané při pasážování byly promíchány, kapka této suspenze byla pře-
nesena na Bürkerovu komůrku a pod světelným inverzním mikroskopem byly buňky 
spočítány. Buněčná suspenze byla poté naředěna médiem na požadované množství bu-
něk na jednu jamku mikrotitrační destičky, které bude následně nasazeno. Do všech ja-
mek mikrotitrační destičky bylo pomocí 12kanálové pipety za sterilních podmínek 
v boxu s laminárním prouděním pipetováno 150 µl této suspenze. Buňky byly v ter-
mostatu inkubovány přes noc, aby došlo k adhezi na dno destičky. 
b) ovlivnění buněk cis-platinou 
Z roztoku cis-Pt, připraveného rozpuštěním navážky v médiu s obsahem 1 % atb, o 
koncentraci 0,64 mM byla naředěna koncentrační řada tak, aby výsledná koncentrace 
v jamkách byla 160, 80, 40 a 20 µM. Do jamek bylo po odsátí média pipetováno 200 µl 
každé ze čtyř připravených koncentrací podle níže uvedeného schématu (viz tabul-
ka 2). Poté byly buňky inkubovány v termostatu po dobu jedné hodiny, po níž bylo 
médium s cis-Pt ze všech jamek odsáto a nahrazeno 200 µl kompletního média (tzn. 
DMEM/α-MEM, FBS a roztok atb) vytemperovaného na 37 °C. Následovala inkubace 
po dobu zbývajících 23 hodin. 
Tabulka 2 Schéma dávkování roztoků v mikrotitrační destičce 
cont ...............................................................................................................kontrola 
20, 40, 80, 160.................................................................... koncentrace cis-Pt v µM 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             
B  cont cont 20 20 40 40 80 80 160 160  
C  cont cont 20 20 40 40 80 80 160 160  
D  cont cont 20 20 40 40 80 80 160 160  
E  cont cont 20 20 40 40 80 80 160 160  
F  cont cont 20 20 40 40 80 80 160 160  
G  cont cont 20 20 40 40 80 80 160 160  
H             
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c) MTT Assay 
Po uplynutí 24 hodin bylo médium odsáto a do všech jamek bylo napipetováno 
100 µl roztoku MTT v médiu předem vytemperovaného na teplotu 37 °C. Následovala 
90 minutová inkubace, po které bylo médium s MTT odsáto do sucha a nahrazeno 
100 µl solubilizačního roztoku. Obsah jamek byl poté důkladně promísen na třepačce. 
Absorbance byla měřena při vlnových délkách 570 a 630 nm pomocí spektrofotometru 
Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader. 
 d) statistické vyhodnocení 
K vyjádření výsledků byly použity hodnoty absorbance měřené v šesti replikátech 
ve vnitřních jamkách mikrotitrační destičky. Tyto hodnoty absorbance byly přepočteny 
na % kontroly, což jsou buňky neovlivněné cis-Pt představující 100% viabilitu. Z těchto 
šesti přepočtených hodnot byl vypočten průměr a směrodatná odchylka průměru.  
V programu Microsoft Excel byl poté vytvořen spojnicový graf znázorňující viabi-
litu buněk v závislosti na koncentraci cis-Pt. 
3.6. Zkoumané buněčné linie: 
A-549 jsou bazální epiteliální buňky alveolárního adenokarcinomu 58letého muže 
bílého etnika. Linie byla vytvořena v roce 1972 D. J. Giardem et al.56 Tato linie není de-
ficientní v žádném genu významném pro reparaci DNA.  
Epiteliální HeLa buňky, první kontinuální buněčná linie57, byly získány roku 1951 
z agresivního cervikálního adenokarcinomu 31leté Afroameričanky Henrietty Lack-
sové.58, 59 Ani tyto buňky nejsou deficitní v genech významných pro reparaci DNA. 
HELF (Human Embryonic Lung Fibroblasts) jsou virem SV-40 (human sarcoma vi-
rus-40) imortalizované netumorigenní diploidní buňky odvozené z plic hysterotomií 
získaných embryí. Byly připraveny v 80. letech 20 stol., mají normální funkci genu p53 
a signálních cest opravy DNA.60, 61 
Linii CHO (Chinese Hamster Ovary) vytvořil Theodore T. Puck se svými spolu-
pracovníky v roce 1957 z ovarií čínského křečka (Cricetulus griseus). V našich experi-
mentech jsme zkoumali dva subklony těchto epiteliálních buněk62: CHO AA8 a od nich 
odvozené CHO UV-20 (na rozdíl od linie AA8 deficitní v genu ERCC-1 /excision repair 
cross-complementation group/, který se účastní NER – protein jím kódovaný působí 
při opravě poškození DNA jako strukturně specifická endonukleasa štěpící DNA na 5‘ 
konci).63, 64 
Na UV záření velmi citlivé XPA a XPC buňky (DNA repair protein complementing 
XP-A/C cells) jsou fibroblasty (např. myší) s poškozenou funkcí genu účastnícího se 
NER (Xeroderma pigmentosum complementation group A/C gene).65 Protein kódova-
ný genem XPA ověřuje správné postavení dalších proteinů potřebných k opravě 
DNA, produkt genu XPC rozeznává poškození vytvořené UV zářením (spolu s protei-
nem kódovaným genem XPE; tyto dva proteiny se podílí na GGR – Global genome re-
pair sub-pathway – což je typ NER, při kterém se odstraňují fotoadukty v netranskri-




4.1. Stanovení optimální koncentrace SO pro detekci křížových vazeb 
První ze série pokusů byl proveden za účelem zvolení nejvhodnější koncentrace SO, 
která bude použita k dalším pokusům – sledování tvorby a opravy křížových vazeb 
v DNA různých buněčných linií. 
K pokusu byly vybrány buňky A-549, které byly po dvě hodiny vystaveny účinkům 
různých koncentrací roztoku cis-Pt v mediu (0; 12,5; 25; 50; 100 a 200 µM). Poté byly 
buňky inkubovány 30 min s různými koncentracemi SO (0, 200, 400 a 800 µM). Násle-
doval standardní kometový test s vyhodnocením poškození DNA. Výsledky jsou uve-
deny v grafu 1. 
 
Z výsledků kontroly vyplývá, že se zvyšující se koncentrací SO dochází k vyšší frag-
mentaci nepoškozené DNA a tedy k odhalení křížových vazeb způsobených vazbou 
cis-Pt na DNA. Tyto velké dukty inhibují migraci DNA během elektroforézy. Při ovliv-
nění buněk koncentrací 200 µM cis-Pt je množství křížových vazeb již tak vysoké, že té-
měř veškerá DNA je lokalizována v hlavě komety a jen malá část zůstala nepoškozená, 
což se projevilo po působení SO (pouze 7,4 -13,6 % DNA v ohonu).  
K dalším pokusům byla zvolena koncentrace 800 µM SO, důvodem byl dostatečně 
vysoký počet zlomů v DNA – u kontroly neovlivněné cis-Pt je procento DNA v ohonu 
vyšší než 75 %. 
Graf 1 Stanovení optimální koncentrace SO 














cis-Pt 0 µM 20,87 44,23 68,28 88,02
cis-Pt 12,5 µM 5,66 47,86 66,51 84,17
cis-Pt 25 µM 25,99 43,92 45,54 75,19
cis-Pt 50 µM 19,51 37,36 23,92 55,87
cis-Pt 100 µM 10,17 29,89 44,83 47,45
cis-Pt 200 µM 7,38 13,56 10,90 9,35
0 200 400 800
 
36
4.2. Sledování indukce a reparace křížových vazeb v DNA různých 
buněčných linií 
K dalším pokusům byly použity následující buněčné linie: A-549, HeLa, HELF, 
XPA, XPC, CHO AA8 a CHO UV-20. Na všech těchto liniích byl proveden experiment 
dle stejného schématu: buňky byly jednu hodinu inkubovány s různými koncentracemi 
roztoku cis-Pt v médiu (0, 20, 40, 80 a 160 µM), poté byl roztok cis-Pt odstraněn a nahra-
zen kompletním médiem. Třetina vzorků byla ihned zpracována, třetina byla inkubo-
vána další tři hodiny, zbývající třetina byla inkubována po dalších dvacet tři hodin.  
K detekci křížových vazeb byl použit roztok SO v DMSO o koncentraci 800 µM pů-
sobící 30 min, následoval standardní alkalický kometový test a vyhodnocení poškození 
DNA pomocí fluorescenčního mikroskopu a softwaru LUCIA® Comet Assay. 
Získané absolutní hodnoty % tail DNA (% DNA v ohonu komety) byly přepočte-
ny na relativní vzhledem ke kontrole ovlivněné pouze SO, která byla pro sledovaný 
interval považována za 100 %, a uvedeny ve sloupcovém grafu. Přepočet byl využit 
pro názornější a relevantnější porovnání výsledků všech sedmi buněčných linií. 
Vliv alkylačního poškození DNA na buněčnou viabilitu a indukci apoptózy byl sle-
dován pomocí testu MTT. Účinkům cis-Pt byly buňky vystaveny po dobu jedné hodi-
ny, dalších 23 hodin byly inkubovány v kompletním čistém médiu. Relativní hodnoty 
viability (za 100 % byla považována kontrola neovlivněná cis-Pt) byly zaneseny do gra-
fu spolu s relativními hodnotami % DNA v ohonu indukovanými po 24hodinové inku-
baci pro snazší posouzení vlivu křížových vazeb na životaschopnost použitých buněč-
ných linií.  
Toto uspořádání experimentu umožňuje porovnat rozdíly v tvorbě křížových vazeb 
po jedné a čtyřech hodinách a sledovat jejich reparaci po dvaceti čtyřech hodinách u 
různých (lidských i zvířecích) buněčných typů a zároveň posoudit vliv cytotoxických 
vlastností cis-Pt na buněčnou viabilitu.  
A-549  
Graf 2 zobrazuje časovou a koncentrační závislost indukce a reparace křížových va-
zeb vyjádřenou v relativních hodnotách vzhledem ke kontrole (SO). V intervalu čtyři 
hodiny (jedna hodina inkubace s cis-Pt + tři hodiny inkubace v kompletním médiu) byl 
pozorován nárůst množství křížových vazeb u koncentrací 80 a 160 µM cis-Pt (o 0,26 a 
17,67 %). Po 24 hodinách bylo 44,68 % tohoto poškození u koncentrace 160 µM cis-Pt 
opraveno (na 95,24 % hodnoty po jedné hodině), naopak u koncentrace 80 µM cis-Pt 
ještě vzrostlo (o 7,45 % vzhledem k hodnotě po jedné hodině).  
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Graf 3 ukazuje množství křížových vazeb indukovaných cis-Pt po 24hodinové inku-
baci a hodnoty buněčné viability korespondující s hodnotami % tail DNA. Při kon-
centracích 80 a 160 µM cis-Pt došlo ke snížení viability o 13,43; resp. 18 % - to ukazuje 
na koncentrace, při kterých se začínají projevovat cytotoxické vlastnosti cis-Pt. 
 



















cis-Pt 1 hod + 800 µM SO 0,32 100,00 98,77 90,41 89,08 87,43
cis-Pt 1 + 3 hod, 800 µM SO 1,05 100,00 102,19 99,80 88,82 69,76
cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 2,96 100,00 104,04 95,31 82,41 83,27
0 bez SO 0 20 40 80 160
Graf 2 Indukce a reparace křížových vazeb vyjádřená vzhledem ke kontrole s SO 
 































cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 100,00 104,04 95,31 82,41 83,27
 MTT test: cis-Pt 1 + 23 hod 100,00 96,90 92,86 86,57 82,03
0 20 40 80 160




V grafu 4 sledujeme časovou a koncentrační závislost indukce a reparace křížových 
vazeb. Po čtyřech hodinách je i zde patrný nárůst množství křížových vazeb u kon-
centrací 20, 80 a 160 µM cis-Pt (o 3,61; 9,08 a 11,47 %). Po 24 hodinách bylo toto 
poškození u koncentrace 20 µM opraveno, u ostatních koncentrací se ještě zvýšilo (o 
7,76; 15,12 a 1,49 % vzhledem k hodnotě po čtyřech hodinách). 
Hodnoty buněčné viability v grafu 5 v tomto případě téměř vůbec nekorespondují 
s hodnotami % tail DNA. Při koncentraci 160 µM cis-Pt došlo ke snížení viability pouze 
o 1,82 %, při nižších koncentracích nebyla viabilita významněji ovlivněna. 



















cis-Pt 1 hod + 800 µM SO 0,45 100,00 95,27 85,96 91,80 78,02
cis-Pt 1 + 3 hod, 800 µM SO 0,23 100,00 91,66 87,25 82,72 66,55
cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 0,61 100,00 96,09 79,49 69,60 65,06
0 bez SO 0 20 40 80 160































cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 100,00 96,09 79,49 69,60 65,06
 MTT test: cis-Pt 1 + 23 hod 100,00 101,27 101,94 102,07 98,18
0 20 40 80 160
Graf 4 Indukce a reparace křížových vazeb vyjádřená vzhledem ke kontrole s SO 




Indukci a reparaci křížových vazeb u linie HELF zobrazuje graf 6. Zde u všech kon-
centrací došlo po čtyřech hodinách k nárůstu množství křížových vazeb (u koncentrace 
20 µM o 20,05 %; dále o 19,40; 33,07 a konečně u koncentrace 160 µM cis-Pt o 49,21 %). 
Po inkubaci s čistým médiem trvající 23 hodin bylo zjištěno další zvýšení tohoto poško-
zení u koncentrací 40, 80 a 160 µM cis-Pt (o 13,71; 29,93 a 16,10 % vzhledem k hodnotě 
po čtyřech hodinách). 
Navzdory velkému množství křížových vazeb není viabilita linie HELF ovlivněna 
tolik, jak by se dalo očekávat (viz graf 7). Koncentrace, při kterých se začínají výrazněji 
projevovat cytotoxické vlastnosti cis-Pt, jsou 80 a 160 µM cis-Pt (snížení viability o 10,7; 
resp. 21,38 %).  



















cis-Pt 1 hod + 800 µM SO 0,62 100,00 102,58 103,91 96,95 84,66
cis-Pt 1 + 3 hod, 800 µM SO 1,07 100,00 82,53 84,51 63,88 35,45
cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 2,46 100,00 82,56 70,80 33,95 19,35
0 bez SO 0 20 40 80 160































cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 100,00 82,56 70,80 33,95 19,35
 MTT test: cis-Pt 1 + 23 hod 100,00 99,22 94,07 89,30 78,62
0 20 40 80 160
Graf 6 Indukce a reparace křížových vazeb vyjádřená vzhledem ke kontrole s SO 




Výsledky linie XPA shrnuje graf 8. Po jedné hodině inkubace s cis-Pt a třech hodi-
nách inkubace s čistým médiem došlo u všech sledovaných koncentrací cis-Pt k nárůs-
tu množství křížových vazeb (o 11,52; 16,96; 29,78 a 48,24 %). V intervalu 24 hodin po-
škození křížovými vazbami ještě vzrostlo (o 2,16; 11,41; 25,91 a 10,76 % vzhledem 
k hodnotám po čtyřech hodinách).  
Buněčná viabilita uvedená v grafu 9 je přibližně stejná jako u linie HELF i přes po-
měrně značnou indukci křížových vazeb. Cytotoxicita cis-Pt se výrazněji projevuje při 
koncentracích 80 a 160 µM cis-Pt, při nichž došlo ke snížení viability o 11,06 a 19,47 %. 



















cis-Pt 1 hod + 800 µM SO 2,37 100,00 97,36 91,46 87,47 82,59
cis-Pt 1 + 3 hod, 800 µM SO 2,48 100,00 85,84 74,48 57,69 34,35
cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 2,96 100,00 83,68 63,07 31,78 23,59
0 bez SO 0 20 40 80 160
Graf 8 Indukce a reparace křížových vazeb vyjádřená vzhledem ke kontrole s SO 
 































cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 100,00 83,68 63,07 31,78 23,59
 MTT test: cis-Pt 1 + 23 hod 100,00 97,58 94,22 88,94 80,54
0 20 40 80 160




V intervalu čtyři hodiny byl zjištěn nárůst množství křížových vazeb u všech sledo-
vaných koncentrací cis-Pt (o 2,75; 4,95; 24,30 a 24,47 %). Po 24 hodinách byl pozorován 
menší nárůst tohoto poškození než u buněčné linie XPA (o 4,51; 13,24; 3,56 a 9,42 % 
vzhledem k hodnotě po čtyřech hodinách). Tyto výsledky jsou uvedeny v grafu 10. 
Hodnoty buněčné viability zanesené do grafu 11 přibližně korespondují s hodnota-
mi % tail DNA, přičemž cytotoxické vlastnosti cis-Pt životaschopnost buněk význam-
něji ovlivňují při koncentracích 80 a 160 µM (viabilita byla snížena o 12,04 a 24,14 %). 



















cis-Pt 1 hod + 800 µM SO 0,25 100,00 97,15 95,03 96,05 86,47
cis-Pt 1 + 3 hod, 800 µM SO 1,25 100,00 94,40 90,08 71,75 62,00
cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 0,56 100,00 89,89 76,84 68,19 52,58
0 bez SO 0 20 40 80 160































cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 100,00 89,89 76,84 68,19 52,58
 MTT test: cis-Pt 1 + 23 hod 100,00 99,76 92,94 87,96 75,86
0 20 40 80 160
Graf 10 Indukce a reparace křížových vazeb vyjádřená vzhledem ke kontrole s SO 




Graf 12 zobrazuje indukci a reparaci poškození v DNA linie CHO AA8. Po čtyřech 
hodinách inkubace (jedna s cis-Pt a tři s čistým médiem) došlo k nárůstu množství kří-
žových vazeb u všech koncentrací cis-Pt (o 5,51; 22,7; 18,34 a 27,57 %). Toto poškození 
bylo po 24 hodinách částečně opraveno – u dvou nejnižších koncentrací bylo odstraně-
no úplně, u koncentrace 80 a 160 µM se snížilo o 45,71 a 33,12 %. 
Buněčná viabilita uvedená v grafu 13 v tomto případě koresponduje s relativními 
hodnotami % tail DNA, výrazněji je ovlivněna při koncentracích 80 a 160 µM, kdy do-
šlo ke snížení viability o 6,71 a 9,86 %. 
Graf 12 Indukce a reparace křížových vazeb vyjádřená vzhledem ke kontrole s SO 



















cis-Pt 1 hod + 800 µM SO 0,37 100,00 98,95 95,01 93,03 84,82
cis-Pt 1 + 3 hod, 800 µM SO 0,25 100,00 93,44 72,31 74,69 57,25
cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 0,13 100,00 98,09 94,99 86,26 71,41
0 bez SO 0 20 40 80 160































cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 100,00 98,09 94,99 86,26 71,41
 MTT test: cis-Pt 1 + 23 hod 100,00 97,67 96,65 93,29 90,14
0 20 40 80 160
Graf 13Viabilita linie CHO AA8a křížové vazby po 24 hodinách 
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Pro ilustraci jsou zde uvedeny fotografie komet z pokusů s buněčnou linií CHO 
AA8. První fotografie z dvojice zobrazuje buňky tak, jak jsou vidět na obrazovce moni-
toru před započetím skórování, na druhé je graficky vyhodnocena fluorescence DNA 
obarvené ethidium bromidem.  
 Z fotografií kontrol je patrné, že bez inkubace s SO žádná DNA do ocasu nevyces-
tuje, naopak DNA kontroly ovlivněné pouze SO se nachází z velké většiny v ocase ko-
mety. S přibývající koncentrací cis-Pt (a tedy s narůstajícím množstvím intra- i inter-
řetězcových křížových vazeb) dochází po působení SO k nižší fragmentaci DNA a k její 




Obr. 1 CHO AA8, 0 µM cis-Pt, 0 µM SO; 4 hodiny inkubace, vpravo hodnocení fluorescence 
Obr. 2 CHO-AA8 0 µM cis-Pt, 800 µM SO; 4 hod inkubace 








V grafu 14 vidíme výsledky indukce a reparace křížových vazeb v DNA buněčné li-
nie CHO UV-20, která je odvozena od linie CHO AA8. V intervalu čtyři hodiny byl 
pozorován nárůst množství křížových vazeb u všech sledovaných koncentrací cis-Pt (o 
8,41; 16,66; 18,64 a 22,02 %). Po 24 hodinách byla zjištěna oprava alkylačního poškození 
u koncentrací 20 a 40 µM cis-Pt (to bylo sníženo o 6,50 a 24,74 %), u koncentrací 80 a 160 
µM došlo k dalšímu nárůstu množství křížových vazeb (o 9,26 a 16,24 % vzhledem 
k hodnotě po čtyřech hodinách). 
 
Obr. 4 CHO-AA8 40 µM cis-Pt, 800 µM SO; 4 hod inkubace 
Obr. 5 CHO-AA8 800 µM cis-Pt, 800 µM SO; 4 hod inkubace 
Obr. 6 CHO-AA8 160 µM cis-Pt, 800 µM SO; 4 hod inkubace 
 
45
MTT test je spolu s křížovými vazbami po 24 hodinách shrnut v grafu 15. Již při 
koncentraci 20 µM cis-Pt viabilita poklesla o 9,62 %, při koncentraci 40 µM cis-Pt bylo 
přežívání buněk sníženo už o 28,34 %; při koncentracích 80 a 160 µM cis-Pt došlo ke 
snížení viability o 34,83; resp. 43,9 %.  
 
 



















cis-Pt 1 hod + 800 µM SO 1,50 100,00 86,88 76,48 79,96 70,10
cis-Pt 1 + 3 hod, 800 µM SO 0,84 100,00 78,47 59,82 61,32 48,32
cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 2,83 100,00 79,87 69,76 52,06 32,08
0 bez SO 0 20 40 80 160
 































cis-Pt 1 + 23 hod, 800 µM SO 100,00 79,87 69,76 52,06 32,08
 MTT test: cis-Pt 1 + 23 hod 100,00 90,38 71,66 65,17 56,10
0 20 40 80 160
Graf 14 Indukce a reparace křížových vazeb vyjádřená vzhledem ke kontrole s SO 
Graf 15 Viabilita linie CHO-UV 20 a křížové vazby po 24 hodinách 
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Porovnání indukce a reparace křížových vazeb v DNA různých buněčných linií 
Graf 16 shrnuje data získaná z experimentů se všemi použitými buněčnými liniemi. 
Největší indukce křížových vazeb při koncentraci 160 µM po jedné hodině inkubace 
byla zaznamenána u buněčných linií HeLa a CHO UV-20, nejmenší u A-549 a XPC. 
V intervalu čtyři hodiny byl pozorován nárůst množství křížových vazeb u všech 
buněčných linií i koncentrací cis-Pt (nejvyšší u linií HELF a XPA, nejnižší u A-549 a 
HeLa), jak je uvedeno v grafu 17. 



















A-549 0,32 100,00 98,77 90,41 89,08 87,43
CHO AA8 0,37 100,00 98,95 95,01 93,03 84,82
HeLa 0,45 100,00 95,27 85,96 91,80 78,02
XPC 0,25 100,00 97,15 95,03 96,05 86,47
CHO UV-20 1,50 100,00 86,88 76,48 79,96 70,10
XPA 2,37 100,00 97,36 91,46 87,47 82,59
HELF 0,62 100,00 102,58 103,91 96,95 84,66
0 bez SO 0 20 40 80 160



















A-549 1,05 100,00 102,19 99,80 88,82 69,76
CHO AA8 0,25 100,00 93,44 72,31 74,69 57,25
HeLa 0,23 100,00 91,66 87,25 82,72 66,55
XPC 1,25 100,00 94,40 90,08 71,75 62,00
CHO UV-20 0,84 100,00 78,47 59,82 61,32 48,32
XPA 2,48 100,00 85,84 74,48 57,69 34,35
HELF 1,07 100,00 82,53 84,51 63,88 35,45
0 bez SO 0 20 40 80 160
Graf 16 Indukce křížových vazeb po jedné hodině inkubace u všech zkoumaných linií 




Reparaci indukovaných křížových vazeb po 24 hodinách můžeme sledovat v grafu 
18. U linií A-549 a CHO AA8 bylo poškození částečně opraveno, u HeLa buněk zůstalo 
přibližně na stejné úrovni, u zbývajících linií poškození naopak vzrostlo. 



















A-549 2,96 100,00 104,04 95,31 82,41 83,27
CHO AA8 0,13 100,00 98,09 94,99 86,26 71,41
HeLa 0,61 100,00 96,09 79,49 69,60 65,06
XPC 0,56 100,00 89,89 76,84 68,19 52,58
CHO UV-20 2,83 100,00 79,87 69,76 52,06 32,08
XPA 2,96 100,00 83,68 63,07 31,78 23,59
HELF 2,46 100,00 82,56 70,80 33,95 19,35
0 bez SO 0 20 40 80 160
Graf 18 Indukce (1 hod) a reparace křížových vazeb v intervalu 24 hodin u všech zkoumaných linií  
 
48
4.3. Porovnání viability různých buněčných linií po působení 
cis-Pt 
Graf 19 srovnává životaschopnost všech zkoumaných buněčných linií. Z výsled-
ku experimentu vyplývá, že nejcitlivější je buněčná linie CHO UV-20 s deficitem 
v opravě DNA (pokles viability o 43,9 %), ostatní deficitní linie (XPA, XPC) spolu 
s liniemi HELF a A-549 vykazují menší citlivost (pokles viability o 17,97-24,14 %), o ně-
co méně citlivá je buněčná linie CHO AA8 (pokles o 9, 86 %). Nejmenší citlivost k cy-
totoxickým účinkům cis-Pt má linie HeLa (pokles viability pouze o 1,82 %). 
 
 














HeLa 100,00 101,27 101,94 102,07 98,18
CHO-AA8 100,00 97,67 96,65 93,29 90,14
A-549 100,00 96,90 92,86 86,57 82,03
XPA 100,00 97,58 94,22 88,94 80,54
HELF 100,00 99,22 94,07 89,30 78,62
XPC 100,00 99,76 92,94 87,96 75,86
CHO-UV 20 100,00 90,38 71,66 65,17 56,10
0 20 40 80 160




5.1. Poškození DNA zlomy 
Při experimentech jsme vycházeli z protikladných vlastností cis-Pt (křížové vazby) a 
SO (zlomy). Pro monitorování vzniku křížových vazeb bylo tedy nejprve třeba provést 
pokusy s buňkami ovlivněnými cis-Pt a SO a pouze SO.  
Z výsledků vyplývá, že se zvyšující se koncentrací SO dochází k vyšší fragmentaci 
DNA nepoškozené křížovými vazbami způsobenými vazbou cis-Pt na DNA a tím 
k jejich odhalení – čím více křížových vazeb, tím menší je po působení SO % tail 
DNA. K dalším pokusům byla proto zvolena koncentrace 800 µM SO, která vyvolá do-
statečně vysoký počet zlomů v DNA (u kontroly neovlivněné cis-Pt dosahuje procento 
DNA v ohonu 88 %). 
Další autoři zabývající se účinky SO na různé buněčné linie docházejí k velmi po-
dobným výsledkům. Závislost poškození DNA na koncentraci SO je ve sledovaném 
rozmezí lineární, jeho následná reparace probíhá poměrně rychle.67, 68, 69 
 
5.2. Poškození DNA křížovými vazbami a jejich reparace 
U všech buněčných linií byl po celkem čtyřech hodinách inkubace (jedna hodina pů-
sobení cis-Pt a tři hodiny reparace) zaznamenán nárůst množství křížových vazeb 
vzhledem k hodnotám po jedné hodině. To je způsobeno pomalejší reakcí, kterou se 
tvoří druhá vazba křížové vazby.70 
Oprava alkylačního poškození po dvaceti třech hodinách byla pozorována u linií 
CHO AA8 (a to u všech koncentrací), A-549 (u koncentrací 20 a 160 µM, při ostatních 
koncentracích bylo poškození zvýšeno), HeLa a CHO UV-20. U dvou posledně jmeno-
vaných linií oprava nastala pouze u nejnižších koncentrací cis-Pt (20 µM u linie HeLa, 
20 a 40 µM u CHO UV-20), při vyšších koncentracích poškození křížovými vazbami 
ještě vzrostlo. 
U linií HELF, XPA a XPC byl zjištěn při všech koncentracích cis-Pt další nárůst 
množství křížových vazeb, což u linií XPA a XPC (a také CHO UV-20) zřejmě souvisí 
s defektní opravou DNA. 
Dále uvádíme dílčí výsledky prací dalších autorů, kteří se zabývali cis-Pt a ke svým 
výzkumům využívali stejné buněčné linie, které byly použity i v našich experimentech.  
 Po ovlivnění buněk A-549 150 µM cis-Pt trvajícím jednu hodinu zjistil tým V. J. 
Spanswické71 25% pokles v tail moment, po třech hodinách reparace byl tento pokles 
45 %, po 24 hodinách 26 % a konečně po 48 hodinách 14 % - zde bylo poškození opra-
veno z 81 %. 
 V práci S. Piaggi a jejích spolupracovníků72 byly buňky linie HeLa jednu hodinu 
ovlivňovány 20 µM cis-Pt – tail DNA byl snížen o 10 %. Po reparaci trvající tři hodiny 
byl tail DNA snížen o 25 %, po 24 hodinách byl snížen asi o 8 %. To zhruba odpovídá 
našim výsledkům při stejné koncentraci. 
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Pro zhodnocení reparace křížových vazeb způsobených v linii XPA/XPC cis-Pt zvo-
lili M. Enoiu, J. Jiřičný a O. D. Schärer73 metodu založenou na reaktivaci genové expre-
se, která je závislá na NER. Genová exprese byla zablokována pomocí plasmidu nesou-
cího specifické poškození cis-Pt v aktivně transkribovaném místě. Relativní oprava byla 
určena jako procenta aktivity genu v porovnání s nepoškozeným plasmidem, jehož 
aktivita byla brána za 100 %. U linie XPA se oprava křížových vazeb pohybovala ko-
lem 20 % (u fibroblastů s nepoškozeným genem oprava dosáhla 60 %), což naznačuje, 
že odstranění poškození je závislé na funkční NER.  
U linie XPC i linie XPC(+) s funkčním genem se oprava alkylací pohybovala shodně 
kolem 40 %. XPC protein tedy zřejmě v této cestě opravy poškození nehraje tak výz-
namnou roli. Z výsledků této práce obecně vyplývá, že oprava interřetězcových křížo-
vých vazeb postupuje cestou TC-NER (transcription-coupled NER; NER spojenou 
s transkripcí).  
Při porovnání linií CHO AA8 a CHO UV-20 dospěli R. E. Meyn, S. F. Jenkins a L. H. 
Thompson70 k těmto výsledkům: Linie CHO AA8 odstranila téměř 80% poškození, 
zatímco linie UV-20 pouze 24 %(výzkum prováděli metodou alkalické eluce, roztok cis-
Pt o koncentraci 5 µg/ml buňky ovlivňoval jednu hodinu, následovala reparace po tři a 
dvacet tři hodin).  
Jiný trend opravy křížových vazeb pozorovali I. U. de Silva a její spolupracovníci74 - 
poškození bylo indukováno jednu hodinu 50 µM cis-Pt, po 24 hodinách reparace byly 
křížové vazby eliminovány u CHO AA8 o 55 %, u ERCC1 deficitních buněk o 50 %. 
V našem případě se ovšem u dvou nejvyšších koncentrací cis-Pt množství křížových 
vazeb v DNA CHO UV-20 ještě zvýšilo. 
5.3. Viabilita buněčných linií po ovlivnění cis-platinou a reparaci 
poškození 
Z výsledků, i přes rozdílnou citlivost zkoumaných buněčných linií, vyplývá, že se 
zvyšující se koncentrací cis-Pt se viabilita snižuje. Ta je výrazněji ovlivněna (pokles o 
více než 10 %) při koncentraci 80 µM a vyšší.  
Zdaleka největší citlivost k toxickým účinkům cis-Pt prokázala linie CHO UV-20, 
kde k tomuto poklesu došlo již při koncentraci 20 µM. Při koncentraci 160 µM byla via-
bilita této linie snížena nejvíce – o 44 %. Z toho je patrno, že cytotoxické vlastnosti cis-Pt 
jsou u této buněčné linie vystupňovány defektní opravou DNA – produkt genu ERCC1 
(specifická endonukleasa) hraje zásadní roli při NER. 
Naopak linie HeLa je nejméně citlivá, viabilita byla snížena až při nejvyšší koncen-
traci o pouhá 2 %. To by mohlo naznačovat, že u této linie je poškozena některá ze sig-
nálních cest vedoucí k apoptóze nebo systém kontrolních bodů buněčného cyklu. 
U linií, které jsme zkoumali, se nepotvrdilo, že by se viabilita vždy snižovala úměr-
ně se zvyšujícím se množstvím křížových vazeb, ani že životaschopnost linií deficit-
ních v dalších proteinech potřebných k NER (XPA a XPC) je ovlivněna výrazněji než 
linií s normální opravou DNA (ta byla srovnatelná s liniemi A-549 a HELF). 
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Dále jsou uvedeny výsledky některých dalších autorů, kteří se také zabývali vlivem 
cis-Pt na buněčnou viabilitu linií, které jsme zvolili pro naše experimenty. 
Viabilita linie A-549 rezistentní k působení cis-Pt75 byla při experimentech P. Zhanga 
a jeho spolupracovníků75 po 48 hodinách inkubace s 16-96 µM cis-Pt snížena o 25-77,5 
% při buněčné denzitě 2 * 104, při buněčné denzitě 4 * 104 o 13,6-74,5 % (IC50 je 
odhadována na 64-70 µM cis-Pt). H-O Jin se svým kolektivem76 při ovlivnění A-549 
10 µM cis-Pt po 24 hodin zjistil pokles viability zhruba o 10 %. 
Při pokusech M. Ahmeda a K. Jamily77 prokázala linie HeLa ovlivňovaná 24 hodin 
1-50 µM cis-Pt na dávce závislou inhibici růstu. Hodnota LC-50 zjištěná při tomto 
pokusu byla 13 µM cis-Pt. Viabilita při koncentraci 40 µM cis-Pt byla snížena o 90 %. 
 Při experimentu, který prováděla S. Piaggi se svými spolupracovníky72, působila 
cis-Pt (10-100 µM) na HeLa buňky po dobu jedné hodiny, poté byly buňky inkubovány 
po 24 hodin v čistém médiu. Viabilita buněk vysazených z buněčné suspenze o koncen-
traci 4 * 103 buněk/cm2 a 40 * 103 buněk/cm2 byla při nejvyšší koncentraci cis-Pt sní-
žena zhruba o 90 % (u 4 * 103 buněk/cm2 o něco více). Přežívání buněk se nejvíce li-
šilo u koncentrace 20 µM: u 4 * 103 buněk/cm2 se snížilo přibližně o 80 %, zatímco u 
40 * 103 buněk/cm2 pouze o 25 %. To je vysvětlováno na buněčné hustotě závislou nad-
měrnou expresí glutathiontransferasy omega 1-1 (GSTO1-1), která zřejmě hraje roli 
v rezistenci vůči cis-Pt. 
Poměr sensitivity XPA a XPC buněk k cis-Pt zjištěný MTT testem je dle C. Roccy a 
jejích spolupracovníků78 u linie XPA (XP12RO-SV) 6, u linie XPC (XP4PA) 2,5. Relativní 
sensitivita byla vypočítána jako poměr hodnot IC50 divokého typu a deficitních linií, 
přičemž hodnota 1 značí nezměněnou citlivost, zatímco hodnoty větší než 1 ukazují 
citlivost zvýšenou. 
 M. Enoiu, J. Jiřičný a O. D. Schärer73 zkoumali ve svých pokusech snížení viability 
linií XPA a XPC pomocí klonogenického testu. (Buňky byly po 8 hodinách od nasazení 
na misky ovlivněny 0,1-0,4 µg/ml cis-Pt po dobu 24 hodin, po 9-16 dnech byly kolo-
nie fixovány a obarveny 0,5% krystalovou violetí v 20% ethanolu. Počítány byly kolo-
nie tvořené více než třiceti buňkami. Za 100% přežití byl stanoven počet kolonií získa-
ný z neovlivněné kontroly.) Při koncentraci 0,4 µg/ml cis-Pt byl u linie XPA zazna-
menán 100% pokles životaschopnosti (při 0,2 µg/ml cis-Pt přežilo 18 % kolonií), u XPC 
60%. 
K hodnocení sensitivity buněčných linií CHO AA8 a CHO UV-20 k cis-Pt byl při 
výzkumu I. De Silvy a jejího týmu74 použit SRB test, buňky byly vystaveny vzrůstající 
koncentraci cis-Pt po dobu jedné hodiny, inkubovány tři dny v čistém médiu a poté 
obarveny SRB (sulforhodaminem B). Frakce kontroly A540 byla u CHO AA8 při kon-
centraci 80 µM cis-Pt 0,3; u ERCC1 deficitních buněk při koncentraci 5 µM cis-Pt byla 
téměř nulová. (Frakce kontroly A540 byla vypočítána podle následující rovnice: frakce 
kontroly A540 = optická denzita ovlivněných jamek/optická denzita neovlivněné kon-
troly. Nakonec byla vypočtena průměrná frakce kontroly A540 pro každou koncentraci 




Při porovnání IC50 je deficitní linie k cis-Pt 37x citlivější než mateřská linie AA8, což 
naznačuje stěžejní roli této strukturně specifické nukleasy při opravě poškození vyvo-
laného cis-Pt. Naproti tomu linie XPB (UV-23), XPD (UV-42) a XPG (UV-135) jsou 
k cis-Pt pouze 1,4x; 1,3x a 3,1x citlivější než mateřská linie. Tyto proteiny účastnící se 






Experimenty využívající kometového testu byly prováděny za účelem sledování geno-
toxických účinků cis-Pt na různé buněčné linie se zaměřením na indukci křížových 
vazeb a jejich reparaci buněčnými mechanismy.  
Nárůst množství křížových vazeb byl nejvyšší u linií s defektní opravou DNA 
(v našem případě to byly linie XPA, XPC a CHO UV-20), u linie HELF byl tento nárůst 
ještě vyšší. Oprava DNA byla pozorována u linií A-549 a CHO AA8, u linie HeLa 
poškození zůstalo přibližně na stejné úrovni. 
Dále byla sledována viabilita buněčných linií po ovlivnění cis-Pt. I zde byl na zákla-
dě snížení viability potvrzen předpoklad, že ke genotoxickým vlastnostem cis-Pt jsou 
citlivější linie deficitní v některém genu účastnícím se opravy poškození DNA – čím 
významnější roli při reparaci gen hraje, tím je linie citlivější. Naopak linie HeLa se zdá 




A = adenin 
α-MEM = α-Modified Eagle‘s Essential Medium; α-modifikace Eagleova základního 
média 
AP = apurinové/apyrimidinové místo 
atb = antibiotika  
ATP = adenosintrifosfát 
BER = base excision repair; bázová excisní reparace 
C = cytosin 
cis-Pt = cis-platina, cis-diammin-dichloroplatnatý komplex 
CTR1 = copper transporter 1; přenašeč mědi typ 1 
DMEM = Dulbecco‘s Modified Eagle‘s Medium; Dulbeccova modifikace Eagleova 
média)  
DMSO = dimethylsulfoxid  
DNA = deoxyribonucleic acid; kyselina deoxyribonukleová 
DNA-PK = DNA-dependentní proteinkinasa 
dRpasa = DNA-deoxyribofosfodiesterasa 
EDTA = ethylendiammintetraoctová kyselina 
FBS = Fetal Bovine Serum; fetální bovinní sérum 
FDA = Food and Drug Administration; Úřad pro kontrolu potravin a léčiv (USA) 
G = guanin 
GSH = glutathion  
HELF cells = Human Embryonic Lung Fibroblast; lidské embryonální plicní fibroblasty 
HMP = high melting point; s vysokým bodem tání 
Hsp90 = heat shock protein 90; protein tepelného šoku 90 
HT = hydroxytryptamin, serotonin 
LMP = low melting point; s nízkým bodem tání 
MMR = mismatch repair; oprava chybného párování bází 
MTT = 3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-difenyltetrazolium bromid 
NER = nucleotide excision repair; nukleotidová excisní reparace 
NHEJ = nonhomologous end joining; nehomologní spojení konců  
PBS = Phosphate buffered saline; fosfátem pufrovaný fyziologický roztok 
RNA = ribonucleic acid; kyselina ribonukleová 
SCGE = single cell gel electrophoresis; jednobuňková elektroforéza 
SDS = lauroylsíran sodný 
SO = styrenoxid 
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